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RESUMO

As infecgdes fungicas sdo doengas negligenciadas, apresentando diversos desafios em relagao
ao diagndstico, principalmente pela falta de capacitaciao dos laboratérios e dos profissionais de
saude. Isso leva a subnotificacdo dos casos e ao tratamento empirico que pode diminuir a
qualidade de vida dos pacientes e levar a selecdo de linhagens resistentes aos medicamentos
comumente utilizados na clinica dermatologica. As micoses cutaneas sdo infecdes fingicas que
acometem um percentual significativo da populacdo mundial com manifestagdes na pele, pelo
e unha, podendo ser causadas por fungos filamentosos e leveduras. Entre os fungos
filamentosos, os dermatofitos sdo responsaveis por 25% das infec¢des seguidos pelas leveduras
do género Candida. As micoses de unha e pele sdo as infecgdes que ocorrem com maior
frequéncia, entretanto, a prevaléncia dessas infecgdes € varidvel e depende de parametros
associados ao individuo e ao fungo, de suas interagdes mutuas e de fatores epidemiologicos e
geograficos. Humanos de qualquer idade e ambos os sexos podem ser afetados pelas
dermatomicoses constituindo este um importante problema de saude publica. O objetivo do
presente trabalho foi atualizar e aperfeicoar as etapas do diagnostico laboratorial dos exames
micolégicos, da coleta ao isolamento e identificagdo dos agentes etiologicos causadores das
micoses cutaneas, no Laboratorio Santa Clara (LSC) em Montes Claros, MG. Todos os
parametros estabelecidos e reconhecidos de qualidade na area de Micologia Clinica foram
revisados e adotados. Essa abordagem permitiu otimizar os procedimentos laboratoriais de
microscopia € cultura em meios de cultivo especificos e implementar metodologias para
determinar o perfil de suscetibilidade aos antifingicos mais utilizados na clinica dermatoldgica
pela técnica de microdiluicdo em caldo e de acordo com os documentos M38-A e M27-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), respectivamente, para os fungos
filamentosos e leveduras. Além disso, foi possivel correlacionar a etiologia das infec¢cdes com
fatores relacionados ao individuo, como a presenca de comorbidades, ocupacao, convivio com
animais de estimag¢do, uso de medicamentos e tabagismo. Dessa forma, a otimizagdo ¢ a
atualizacdo das metodologias de diagnostico micologico permitiram a correta identificacao do
agente causador. Foram analisadas amostras de 83 pacientes, com predominio de mulheres,
representando 65,06%. Dos 132 exames micoldgicos realizados, 68,18% foram positivos, entre
as 112 culturas, atingimos 67,85% de positividade e o trabalho mostrou que as onicomicoses
foram as principais manifesta¢des clinicas, sendo os raspados subungueais dos Halux direito e
esquerdo, os locais de maior acometimento, representando 59,39%. Além disso, Trichophyton

rubrum foi o agente etioldégico mais prevalente seguido de Trichophyton mentagrophytes e

Candida parapsilosis. Os isolados de dermatoéfitos e leveduras, testados nesse estudo, foram

susceptiveis ao Itraconazol, Fluconazol, Terbinafina ou Nistatina. Portanto, esse estudo fornece



informagdes relevantes sobre a epidemiologia das dermatomicoses que podem ser uteis na
promogao de estratégias terapéuticas adequadas que possam evitar o surgimento da resisténcia
fungica, e proporciona ao profissional médico importante ferramenta de diagndstico para
auxilio no tratamento dos seus pacientes, contribuindo dessa forma para a melhoria da qualidade

de vida dos pacientes da cidade de Montes Claros.

Palavras-Chave: micoses cutaneas, dermatofitos, Candida spp., diagnostico micoldgico,
epidemiologia.



ABSTRACT
Fungal infections are neglected diseases, presenting several challenges in relation to
diagnosis,mainly due to the lack of training in laboratories and health professionals. This
leads to underreporting of cases and empirical treatment that can reduce patients' quality of
life and leadto the selection of strains resistant to drugs commonly used in dermatological
clinics. Cutaneousmycoses are fungal infections that affect a significant percentage of the
world's population, affecting the skin, hair, and nails, and are caused by filamentous fungi
and yeasts. Among filamentous fungi, dermatophytes are responsible for 25% of
infections, followed by yeasts ofthe genus Candida. Mycoses of the nails and skin are the
infections that occur most frequently; however, the prevalence of these infections is
variable and depends on parameters associated with the individual and the fungus, their
mutual interactions, and epidemiological and geographic factors. Humans of any age and
both sexes can be affected by dermatomycoses, making this an important public health
problem. The objective of this work was to update and improve the stages of laboratory
diagnosis of mycological examinations, from collection to isolation and identification of
the etiological agents causing cutaneous mycoses, at the Santa Clara Laboratory (LSC) in
Montes Claros, MG. All established and recognized quality parameters in the Clinical
Mycology field were reviewed and adopted. This approach made it possible to optimize
laboratory microscopy and culture procedures in specific culture media and implement
methodologies to determine the susceptibility profile to the most used antifungals in
dermatological clinics through the broth microdilution technique and in accordance with
documents M38-A and M27-A2 from the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), respectively, for filamentous fungi and yeast. Furthermore, it was possible to
correlate the etiology of infections with factors related to the individual, such as the
presence of comorbidities, occupation, living with pets, use of medications and smoking.
Therefore, the optimization and updating of mycological diagnostic methodologies
allowed the correct identification of the causative agent. Samples from 83 patients were
analyzed, with a predominance of women, representing 65.06%. Of the 132 mycological
exams carried out, 68.18% were positive, among the 112 cultures, we reached 67.85%
positivity and the work showed that onychomycoses were the main clinical
manifestations, with subungual scrapings from the right and left Halux being the sites
most affected, representing 59.39%. Furthermore, Trichophyton rubrum was the most

prevalent etiological agent followed by Trichophyton mentagrophytes and Candida



parapsilosis. The dermatophytes and yeasts isolates, tested in thisstudy were susceptible to
Itraconazole, Fluconazole, Terbinafine or Nystatin. Therefore, this study provides relevant

information on the epidemiology of dermatomycosis that can be useful



in promoting appropriate therapeutic strategies that can prevent the emergence of fungal
resistance and provides medical professionals with an important diagnostic tool to aid in
the treatment of their patients, thus contributing to improving the quality of life of patients

in the city of Montes Claros.

Keywords: cutaneous mycoses, dermatophytes, Candida spp., mycological diagnosis,
epidemiology.
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1. INTRODUCAO

Todo ser humano convive com a possibilidade de ser acometido por doengas fungicas
ao longo de sua vida. Estas doencas, denominadas de micoses, sdo classificadas conforme sua
localizagdo, no corpo humano, em superficiais, cutaneas, subcutineas e sistémicas. As micoses
superficiais e cutaneas sdo semelhantes na forma de transmissdo, entretanto, nas micoses
superficiais os fungos se aderem a camada superficial da pele ou pelo € nas micoses cutaneas
se fixam no extrato coérneo da pele, pelos e unhas assimilando a queratina (MEZZARI et al.,
2017). Também chamada de dermatomicose, a micose cutanea ¢ a forma mais frequente de
micose e afeta aproximadamente 25% da populacio mundial (MARTINEZ-ROSSI et al.,
2021). Fungos dermatoéfitos tém sido descritos como os principais agentes etiologicos das
dermatomicoses, seguidos por leveduras e fungos filamentosos nao dermato6fitos (SANGUINO;
JARROS; NEGRI, 2019)

Classicamente, os dermatofitos sdo agrupados em trés géneros: Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton. No entanto, um estudo recente usando sequenciamento
multilocus incluiu mais seis géneros: Arthroderma, Nannizzia, Ctenomyces, Lophophyton,
Guarromyces e Paraphyton (DE HOOG et al., 2017). Os dermatoéfitos podem ser classificados
em trés grupos com base em seu habitat: antropofilicos (infectam humanos), zoofilicos
(infectam animais) e geofilicos (vivem no meio ambiente) (MOSKALUK; VANDEWOUDE,
2022). As espécies antropofilicas colonizam naturalmente os seres humanos, sendo transmitidas
entre humanos e geralmente causam infecg¢des cronicas, leves, ndo inflamatdrias e muitas vezes
atingindo propor¢oes epidémicas. As espécies zoofilicas vivem em estreita associagdo com
outros animais que nao os humanos e a transmissao aos humanos geralmente ocorre por meio
de seus reservatorios. Os fungos ocorrem na pele de determinados animais hospedeiros, de
forma sintomatica ou assintomatica, e podem se tornar epidémicos. Os dermatofitos geofilicos

tém seu reservatorio no solo ao redor de tocas de mamiferos terrestres especificos, alimentando-
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se de detritos queratinosos. Eles podem ser carregados por esses animais em suas peles,
portanto, a diferenca entre dermatofitos geofilicos e zoofilicos nem sempre € nitida. Quando
transmitidas aos humanos, as espécies zoofilicas e geofilicas causam micoses inflamatdrias
agudas. Ocasionalmente, humanos infectados por zoofilicos permanecem contagiosos, levando
a surtos pequenos e autolimitados, enquanto a maioria das infec¢des por geofilicos sao
rapidamente resolvidas (DE HOOG et al., 2017). Os dermatofitos sdo de vida livre no ambiente,
mas sob certas condigdes podem causar infec¢des em humanos e animais. Esses fungos sao
filamentosos, septados e hialinos, e podem produzir esporos assexuados (macro e/ou
microconidios). As estruturas do micélio sdo formadas a partir da fusdo e extensdo de estruturas
tubulares fingicas conhecidas como hifas. O micélio desempenha as fungdes fisiologicas de
absorcao de nutrientes, geragdo de esporos e deteccdo ambiental de luz e temperatura.
Diferentes tipos de conidios sdo formados dependendo da espécie de dermatofito e das
condi¢des ambientais. Por exemplo, esporos assexuados podem se formar como macroconidios
(grandes conidios multiseptados), microconidios (pequenos conidios unicelulares) e
artroconidios (fragmentos infecciosos de hifas) (MOSKALUK; VANDEWOUDE, 2022). O
inicio de uma infec¢ao por dermatédfitos comega quando os artroconidios aderem a tecidos
queratinizados. Os artroconidios primeiro aderem a epiderme dentro de 2 a 6 h apds o contato
e comegam a germinar no estrato corneo. A medida que os artroconidios comegam a germinar,
esses esporos desenvolvem tubos germinativos que podem penetrar na primeira camada da
epiderme, o estrato corneo. O pH no local da infec¢dao torna-se alcalino a medida que o
dermatofito degrada a queratina, auxiliando na atividade das proteases fungicas que agem nesse
pH (PERES, et al, 2010). As hifas fingicas continuam a crescer ¢ invadem tecidos
queratinizados e comegam a produzir artroconidios dentro de 7 dias apos a infec¢ao, permitindo
que o fungo se espalhe para outras localizagdes anatdmicas do hospedeiro original, para outros

hospedeiros ou para contaminar o ambiente (MOSKALUK; VANDEWOUDE, 2022). Os
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dermatoéfitos podem afetar varias partes do corpo, e tendem a crescer em um padrao externo na
pele, produzindo uma lesdo semelhante a um anel — dai o termo ringworm. As lesdes sdo
classificadas clinicamente de acordo com o local da infec¢do da seguinte forma: tinea pedis
para os pés (popularmente denominada de pé de atleta), tinea capitis para o couro cabeludo,
tinea manuum para as maos, onicomicose ou tinea unguium para as unhas, tinea barbae para a
area da barba e tinea corporis para o corpo, incluindo bragos e tronco (CHANYACHAILERT;
LEEYAPHAN; BUNYARATAVEJ, 2023). As manifestacoes clinicas incluem lesdes
circulares, eritematosas e escamosas na pele, enquanto infecgdes ungueais (tinea unguium ou
onicomicose) levam a descoloracdo, espessamento, descamagao e separacao do leito ungueal
(MARTINEZ-ROSSI, et al., 2021).

A onicomicose ¢ uma infec¢do da unidade ungueal causada por fungos (dermatoéfitos,
fungos filamentosos ndo dermatoéfitos e leveduras), apresentando-se com descoloragdo da unha,
onicolise e espessamento da placa ungueal. Qualquer componente da unidade ungueal,
incluindo placa, matriz e leito, pode ser afetado. O termo “onicomicose” ¢ derivado das palavras
gregas “onix” que significa unha e “mykes” que significa fungo. A onicomicose ¢ o distirbio
mais comum que afeta a unidade ungueal e ¢ responsavel por pelo menos 50% de todas as
doencas ungueais (LEUNG et al., 2020.). A onicomicose pode servir como um reservatorio
para infecgdes fingicas cutaneas, como tinea pedis, tinea corporis e tinea cruris. O fungo
também pode se disseminar para outras unhas, além de existir risco elevado de infecgdes
bacterianas, como celulite e paroniquia, especialmente em individuos imunocomprometidos,
incluindo diabéticos (LEUNG et al., 2020). Algumas condicdes sdo necessarias para o
estabelecimento dessa infec¢ao fiingica no paciente, incluindo estado imunolégico, obesidade,
diabetes e¢ idade avangada, além de outros problemas de satde. Fatores ambientais e
predisposicdo genética também estdo relacionados a esta doenca (PETRUCELLI et al., 2020).

A onicomicose grave pode interferir na postura em pé, na marcha, na fungdo das unhas e nas
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atividades didrias. A condi¢do, se ndo tratada, pode causar desconforto, dor, parestesia,
deformidades nas unhas, como sobrecurvatura transversal, dificuldades em aparar 1aminas
ungueais espessas, dificuldades em calcar sapatos e baixa auto-estima. Além disso, a
onicomicose pode ser desagradavel e socialmente embaragosa (especialmente para mulheres) e
pode ter um efeito adverso na qualidade de vida (LEUNG et al., 2020).

A prevaléncia global na populagdo em geral ¢ de 5,5%, o que pode variar dependendo
da heterogeneidade da populacdo avaliada. Estudos recentes sobre infeccdes flingicas cutaneas
identificaram a onicomicose como tendo a maior prevaléncia entre as dermatofitoses, variando
de 3,0% a 82,9% (CHANYACHAILERT; LEEYAPHAN; BUNYARATAVEJ, 2023). Uma
revisdo sistematica relatou uma prevaléncia média de 4,3% em estudos de base populacional na
Europa e na América do Norte, enquanto estudos de base hospitalar mostraram uma prevaléncia
média de 8,9% (CHANYACHAILERT; LEEYAPHAN; BUNYARATAVE]J,

2023). Dermatofitos sdo os agentes mais comumente isolados no mundo, responsaveis por 60%
a 70% dos casos. T. rubrum ¢ a espécie predominante, representando aproximadamente 50%
ou mais, seguida por 7. mentagrophytes e T. interdigitale. Os ndo dermatoéfitos sao globalmente
reconhecidos como agentes causadores, com sua prevaléncia variando de 0,8% a 65,8%. No
Brasil, Sri Lanka e Tailandia, fungos filamentosos nao-dermatoéfitos foram detectados em
51,6% a 68,2% dos casos. Em contraste, a Europa relata uma prevaléncia mais baixa, variando
de 4% a 7% (CHANYACHAILERT; LEEYAPHAN; BUNYARATAVEJ, 2023). Nos paises
da Asia e do Oriente Médio, os dermaté6fitos representam 40 a 48% dos casos, sendo 43 a 46%
das infeccdes causadas por leveduras e 8 a 11% por fungos ndo dermatofitos.
Comparativamente, na Africa, as infec¢des relacionadas a onicomicose sdo predominantemente
causadas por leveduras (PETRUCELLI et al., 2020). A frequéncia das dermatofitoses ¢ maior
em paises tropicais devido as altas temperaturas e umidade. Fatores que influenciam o

desenvolvimento de dermatofitoses incluem idade, sexo, estacdo do ano, condicoes
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socioeconomicas e culturais e localizagdo geografica. Estima-se que cerca de 10 a 15% dos
individuos sejam contaminados por dermatéfitos em algum momento de sua vida
(PETRUCELLI et al., 2020).

Trichophyton rubrum emergiu como organismo predominante em todo o mundo,
afetando Europa, América do Sul, Asia e Africa. A incidéncia de infecgio por T. rubrum
aumentou significativamente desde o século 20, afetando predominantemente individuos com
idade entre 20 e 60 anos, com tendéncia a infectar pacientes mais velhos nos anos mais recentes
(CHANYACHAILERT; LEEYAPHAN; BUNYARATAVEJ, 2023). T. rubrum ¢ responsavel
por uma ampla gama de infecgdes fingicas, incluindo tinea pedis, onicomicose, tinea cruris,
tinea corporis e tinea manuum. As areas mais comumente afetadas sdo os pés e as unhas dos
pés. Varios fatores de risco contribuem para a infeccdo por 7. rubrum, incluindo o uso de
calcados oclusivos e condi¢des climaticas quentes e imidas, que sdo particularmente propicias
a propagacao da infeccdo durante o verdo. Outros organismos causadores variam dependendo
do local da infeccdo e de fatores regionais (CHANYACHAILERT; LEEYAPHAN;
BUNYARATAVE]J, 2023). A maioria das infec¢des apresenta distribuigao geografica distinta:
T. rubrum apresenta distribuicdo mundial, sendo significativamente prevalente em paises
desenvolvidos da América do Norte, Europa, Australia e Leste Asiatico; Microsporum canis €
Trichophyton tonsurans podem ser encontrados na maioria dos paises europeus; Trichophyton
violaceum é a espécie mais prevalente nos paises do Oriente Médio, Africa Oriental e Sul da
China; Microsporum audouinii e Trichophyton soudanense sdo endémicos dos paises da Africa
Ocidental (OLIVEIRA et al., 2023).

Na India, o uso indevido de esterdides topicos pode ser a causa mais importante do atual
surto de dermatofitose cronica e recalcitrante. Uma forte associacdo temporal foi observada
entre a crescente disponibilidade e uso irracional de cremes combinados (antifingico-esterdide

ou antifiingico-antibidtico) com o aumento subito de casos cronicos, recorrentes e refratarios
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nos ultimos 4-5 anos. Os estudos mais recentes encontraram 7. mentagrophytes em mais de
90% de seus isolados de dermatéfitos (VERMA et al., 2021). Varios estudos relataram que 7.
mentagrophytes ITS tipo VIII é mais comum na India e o segundo mais comum no Ird
(RUDRAMURTHY et al., 2023). O fungo recém-emergido 7. mentagrophytes genotipo VIII,
classificado como 7. indotineae, frequentemente causa formas clinicas inflamatérias e
pruriginosas de tinea cruris, tinea corporis e tinea facial dificeis de tratar. 7. indotineae ¢é
morfologicamente indistinguivel de 7. mentagrophytes mas exibe um padrao de transmissao
antropofilico em vez de zoofilico e um alto nivel de resisténcia a terbinafina. Isso corresponde
a deteccdo de uma ou mais mutagdes pontuais com substituicdes de aminodcidos na posi¢ao
L393F ou F397L do gene da esqualeno epoxidase, alvo deste antifingico. A droga de escolha
para o tratamento da dermatofitose causada por esse patdgeno € o itraconazol (UHRLASS et
al., 2022).

No Brasil, as infecgdes causadas por dermatofitos afetam entre 18,2 e 23,2% da
populacdo (BRITO ef al.,, 2023). Dados epidemioldogicos mostram maior incidéncia de
infecgoes por 7. rubrum nas regides sul e sudeste, seguido por M. canis e T. mentagrophytes.
Por outro lado, uma maior prevaléncia de 7. tonsurans, T. rubrum e M. canis é observada na
regiao nordeste (PETRUCELLI et al., 2020). No Rio de Janeiro, as dermatofitoses foram mais
comumente causadas por 7. rubrum, seguido por T. mentagrophytes, T. tonsurans,M. canis,
Nannizzia gypsea ¢ Epidermophyton floccosum (BRITO et al., 2023).

As manifestagdes clinicas das infec¢des por Candida spp. variam de infecgdes
superficiais da pele e das mucosas, como a candidiase oral e vaginal, até infeccdes da corrente
sanguinea e disseminadas com risco de vida que estao associadas a taxas de mortalidade acima
de 40% (NISHIMOTO; SHARMA; ROGERS, 2020). A idade juvenil, antibioticoterapia de
largo espectro, imunossupressao, doengas de base preexistentes e neutropenia se destacaram

como as principais condi¢cdes predisponentes ao surgimento da candidemia em paciente em
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unidade de terapia intensiva (UTI) (CASTRO et al., 2021). De todas as espécies de Candida,
C. albicans domina quase todos os grupos de pacientes e manifestagdes de doencas em termos
de incidéncia, seguida por C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ¢ C. krusei. Trabalhos
recentes do nosso grupo de pesquisa demonstraram que pacientes com COVID-19
apresentavam cultura positiva para Candida spp. isoladas de diferentes materiais biologicos
(SINGULANI et al., 2022), especialmente a candiduria foi causada por C. albicans, C. glabrata
e C. tropicalis (SINGULANI et al., 2023).

E pertinente mencionar aqui que houve uma mudanga consideravel na distribuicdo de
espécies nos ultimos anos, dependendo da localizagcdo geografica e da populagdo de pacientes
avaliada, com diminuicdo na propor¢cdo de C. albicans e aumento de C. glabrata, C.
parapsilosis e outras espécies de Candida nao-albicans (NISHIMOTO; SHARMA;ROGERS,
2020). C. albicans é responsavel por aproximadamente 70% das onicomicoses causada por
leveduras. Outras espécies de Candida incluem Candida tropicalis e Candida parapsilosis
(LEUNG et al., 2020.). A espécie recém-identificada Candida auris que tem se espalhado pelo
mundo ¢ um fungo do filo Ascomycota, oportunista e multirresistente, que foi primeiramente
identificado no Japao, em 2009. Recebeu o nome C. auris (do latim) por se tratarde um isolado
de secrecao auricular. Pacientes com condicoes clinicas como cancer e diabetes,historia recente
de cirurgia abdominal, presenga de cateteres venosos centrais € exposicao recente a antibioticos,
tém um maior risco de serem infectados (MACHADO; DALMOLIN; BRANDAO, 2021). C.
auris parece ter uma predilecao especial pela pele, € os pacientes podempermanecer colonizados
por muito tempo, além deste microrganismo persistir em superficies em ambientes de satde.
Isso pode resultar na disseminagdo do fungo entre pacientes no ambiente hospitalar. Os
profissionais de saude apresentam papel fundamental na transmissao entre pacientes internados,
principalmente com higieniza¢do inadequada das maos e por meio do manuseio e uso de

equipamentos contaminados. C. auris pode ser encontrado em superficies
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horizontais como o piso ao redor dos leitos, carrinhos, radiadores, peitoris de janelas, monitores
de equipamentos e teclados, e também em amostras de ar. Uma das grandes preocupagdes
relacionadas a C. auris ¢ a multirresisténcia as principais classes de antimicrobianos usados no
tratamento de fungemias (MACHADO; DALMOLIN; BRANDAO, 2021). Observa-se uma
capacidade reduzida dos isolados de responder ao fluconazol, anfotericina B e equinocandinas
(anidulafungina, caspofungina, micafungina). A susceptibilidade reduzida aos antifungicos ¢
um dos fen6tipos mais preocupantes e tem levado a procura de novas terapias para C. auris.
Um dos mecanismos celulares que sustentam tais fenotipos € a ocorréncia de mutagdes em
genes-alvo relacionados a resisténcia (MARTINS-SANTANA et al., 2023). Por exemplo,
mutacdes em genes relacionados a biossintese de ergosterol, como ergl//, resultam em
substituigdes de aminoacidos em proteinas alvo que podem gerar resisténcia em isolados desse
patogeno. Além disso, mutagdes em genes que participam da sintese de glucanos, como fks/,
foram identificadas em cepas de C. auris resistentes a equinocandina. Além disso, andlises de
transcriptoma tem identificado genes involvidos na resposta ao estresse causado pela presenca
de caspofungina e anfotericina B, como detectaram a regulacao positiva de um longo RNA nao
codificante conhecido como DINOR em C. auris (MARTINS-SANTANA et al., 2023).

Estudos demonstraram que C. auris ¢ comumente identificada erroneamente como
outras leveduras em painéis bioquimicos como o VITEK, APl Candida e Microscan,
geralmente confundido e identificado como C. haemulonii, C. famata, C. guilliermondii e C.
sake. A identificacdo adequada de C. auris pode ser obtida pelo refinado método de diagndstico
empregando MALDI -TOF ou o sequenciamento de DNA, ambas com limita¢des de aplicagao
no Brasil. Além disso, ¢ importante reforgar que os laboratérios que utilizam MALDI-TOF
devem confirmar com o fabricante se C. auris estd incluido e validado no banco de dados
consultado (MACHADO; DALMOLIN; BRANDAO, 2021).

Os fungos ndo dermatofiticos que podem causar onicomicose incluem espécies de
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Aspergillus, Scopulariopsis, Fusarium, Acremonium, Syncephalastrum, Scytalidium,
Paecilomyces, Neoscytalidium, Chaetomium, Onychocola e espécies de Alternaria. Os fungos
ndo dermatoéfitos representam aproximadamente 10% dos casos de onicomicose globalmente
(LEUNG et al., 2020.).

A pitiriase versicolor, ou tinea versicolor, ¢ uma micose superficial comum em todo o
mundo. A maioria dos casos ¢ relatada em locais quentes e umidos. A doenga ¢ causada por
uma levedura comensal que ocorre naturalmente na microbiota da pele. Embora 14 espécies de
Malassezia tenham sido identificadas, apenas Malassezia furfur, Malassezia globosa e
Malassezia sympodialis foram isoladas de lesdes cutineas em humanos (OLIVEIRA et al.,
2023). Os fatores de risco para o desenvolvimento da pitiriase versicolor incluem pele oleosa,
alteragdes hormonais devido a puberdade e gravidez, imunodeficiéncias, aspectos
comportamentais (aplicacdo de lo¢des e cremes oleosos, transpiragdo excessiva) € condigdes
ambientais (clima quente e tmido). Os sinais e sintomas mais comuns incluem madculas
hiperpigmentadas ou hipopigmentadas, prurido e descamacao, afetando principalmente locais
do corpo, como tronco, pescogo e extremidades proximais. O diagnostico geralmente ¢ baseado
no exame clinico. Os testes de laboratorio sao realizados para estudos epidemiologicos ou casos
clinicos complexos (exame microscopico de raspados de pele das areas infectadas e cultura). O
tratamento inclui o uso de medicamentos topicos (agentes azdlicos, piritionato de zinco, sulfeto
de selénio, enxofre associado ao acido salicilico) e, ocasionalmente, antifingicos orais
(itraconazol, fluconazol) (OLIVEIRA et al., 2023).

Testes laboratoriais sdao frequentemente necessarios para detectar a presenca de
elementos fiingicos, com exame microscopico direto de raspados de pele, unhas ou cabelos,
usando diferentes corantes ap6s clarificagdo com hidréxido de potassio. Embora o isolamento
e a identificagdo de dermatofitos a partir de uma amostra clinica cultivada em cultura continue

sendo o “padrdao ouro” para o diagnostico de dermatofitose, varias técnicas moleculares (por
9



26

exemplo, reacdo em cadeia da polimerase do DNA — PCR) prometem um diagnostico rapido e
sensivel (OLIVEIRA et al., 2023). O teste de PCR permite a amplificacdo rapida e altamente
especifica de fragmentos de DNA de fungos. A técnica de PCR pode identificar com precisao
o dermatofito causal. Além disso, os resultados estdo disponiveis rapidamente (dias em vez de
semanas). No entanto, os ensaios de PCR sao caros e ndo estdo amplamente disponiveis, o que
limita seu uso na pratica geral (LEUNG et al., 2020). Em contrapartida, as culturas em meios
especificos sdo uteis para identificar as espécies fungicas, fornecem informagdes sobre a
viabilidade fingica e guiam a terapia (LEUNG et al., 2020).

Nas dermatofitoses, o isolamento e a identificacdo correta do agente causador sdao
essenciais para a escolha do tratamento adequado. Por exemplo, infec¢des causadas por
dermatofitos antropofilicos requerem tratamento mais curto do que aquelas causadas por
espécies de dermatoéfitos zoofilicos. Por outro lado, espécies fingicas ndo dermatdéfitas podem
nao responder adequadamente ao tratamento utilizado para dermatofitoses (PETRUCELLI et
al., 2020).

Na pratica laboratorial, comumente o diagnostico das leveduras tem sido baseado no
isolamento do fungo em cultura, como o CHROMagar Candida, usado como um meio seletivo
e diferencial. Nos ultimos anos, a identificagdo das espécies de Candida evoluiu de métodos
convencionais baseados em bioquimica e realizados de forma manual para testes moleculares
e baseados em proteinas e acidos nucleicos automatizados, como MALDI-TOF MS, que tem
revolucionado o diagndstico dessa infec¢do, com tempo resposta menor do que trés horas da
identifica¢dao da espécie critica de Candida (CASTRO et al., 2021). Assim, as varias escolhas
envolvidas na busca do diagnéstico de dermatofitose sdo determinadas pelas condigdes
disponiveis e pelas facilidades do laboratério (BEGUM et al., 2020).

O teste de suscetibilidade a antifungicos (AFST) ¢ usado para determinar a

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de um determinado medicamento com o objetivo de
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prever se um paciente respondera a terapia antifingica padrao. A CIM ¢ definida como a menor
concentra¢cdo de um agente antimicrobiano que impede o crescimento ou o crescimento visivel,
conforme evidenciado pela turbidez (KHAN; HAY; SAUNTE, 2022).

Sabemos que as doencas dermatologicas sdo um desafio de saude publica sendo
negligenciadas, o que afeta desproporcionalmente ambientes com poucos recursos e estudos
mostram que as infec¢des fingicas podem representar cerca de 24,0% dos atendimentos em
dermatologia (LEE et al., 2022). Assim, conhecendo o perfil epidemiolégico das micoses
cutaneas e a suscetibilidade dos agentes fingicos, esperamos cotribuir para melhoria nas
estratégias terapéuticas e incentivo a divulgacdo de medidas e recursos que minimizem esses

impactos.

2. JUSTIFICATIVA

Qualquer doenga cronica da pele tem um impacto psicologico e social significativo no
paciente ( SHENOY, Manjunath et al., 2023). A suspeita de infecgdes fungicas pode se iniciar
pela historia e aparéncia clinica e mesmo que muitas outras condi¢des tais como eczemas,
psoriase, infec¢des bacterianas, etc, possam se assemelhar as micoses torna-se muito importante
o diagnoéstico diferencial na realizacdo das investigagdes laboratoriais a partir da anamnese
médica. As micoses cutaneas, assim como as muitas doengas de pele, embora ndo associadas a
mortalidade, causam desconforto e o prurido intenso devido as dermatofitoses, esta associada
a consideravel morbidade e constrangimento social (PADHIYAR et al., 2020).

Montes Claros ¢ a maior cidade do norte do Estado de Minas Gerais e constitui hoje um
importante polo em desenvolvimento aumentando a migracdo de diferentes camadas da
populacdo para a regido, o que pode contribuir para as mudangas das tendéncias
epidemiologicas.

Esse trabalho visou aperfeigoar as metodologias de diagnostico micolégico do LSC em
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Montes Claros, permitindo a capacitagdo de profissionais na area de micologia clinica e
contribuindo para a melhoria do servi¢o prestado. Além disso, esse estudo possibilitou tragar o
perfil epidemioldgico atual das espécies fungicas envolvidas como principais agentes
etiologicos das dermatomicoses e, com os dados adquiridos, e em particular com as informagdes
fornecidas pelos pacientes e médicos prescritores, foi possivel estabelecer paralelos com a
idade, género, ocupagdo, comorbidades tais como diabetes, doencas imunossupressoras,
tabagismo, traumas, psoriase, entre outras informagdes, que podem ser uteis para o
embasamento médico na escolha do tratamento adequado e auxilio na melhoria da qualidade de

vida dos pacientes.

3. OBJETIVOS

Objetivo geral.
Atualizar as etapas do diagnostico laboratorial em Micologia e conhecer o perfil
epidemioldgico dos agentes causadores de micoses cutdneas em pacientes atendidos no

Laboratorio Santa Clara, na cidade de Montes Claros-MG.

Objetivos especificos.

Revisar as técnicas laboratoriais de coleta das diferentes amostras clinicas, do

cultivo e identificacao das espécies fiingicas causadoras de micoses cutaneas.
Atualizar os Procedimentos Operacionias Padrao (POPs), implementar melhoria dos exames
micolégicos dentro dos parametros de qualidade no LSC e elaborar o Manual de Identificacao
dos Fungos do LSC.
Treinar equipes de coletas e colaboradores técnicos nas atualizagcdes dos procedimentos
operacionais.

Isolar e identificar os agentes de micoses cutaneas.
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Determinar o perfil de susceptibilidade aos antifiingicos fluconazol, itraconazol e terbinafina
para os dermatéfitos e o itraconazol, fluconazol e nistatina para as espécies de Candida.
Estabelecer o perfil epidemiolégico das espécies e correlacionar com idade, género, ocupagao,
comorbidades tais como a diabetes, psoriase e outras condigdes pré- disponentes deinfecgdes
fungicas.

Acompanhar a resposta clinica dos pacientes ao tratamento.
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4. METODOLOGIA
Area de estudo.

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério Santa Clara (LSC) e no Laboratorio de
Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG (ICB — UFMQG), a partir da autorizacao
do parecer consubstanciado do COEP (Comité de Etica em Pesquisa — CAAE) (Anexo 1) em
16 de novembro de 2022. O LSC ¢é o maior Laboratdrio de Anélises Clinicas da regido do Norte
de Minas Gerais. Sua sede fica localizada na cidade de Montes Claros-MG onde possui um total
de 17 unidades de atendimento além de unidades em outras dez cidades da regido. Desde 2004
¢ certificado pela norma ABNT ISO NBR 9001 e possui procedimentos operacionais
padronizados em todas as areas, as pré-analiticas, as analiticas e pds-analiticas. Realiza em
torno de 200.000 exames mensais nas areas de Bioquimica, Hematologia, Imunosorologia,
Parasitologia, Uroandlise e Microbiologia em atendimento ambulatorial e domiciliar. No setor
de Microbiologia realizamos aproximadamente 6.000 exames/més € 0s exames para
diagnostico micoldgico compreendem cerca de 10% desse total.

O exame micoldégico direto e a cultura de fungos em meios especificos sdo técnicas
amplamente utilizadas nos Laboratérios de Micologia e os dados obtidos nessa pesquisa foram
fundamentais para o estudo regional da epidemiologia das micoses cutaneas. Atualizamos os
procedimentos operacionais relacionados nesse estudo, e realizamos treinamentos com oS
profissionais da coleta de amostras e do setor técnico de Microbiologia/Micologia cumprindo
os objetivos de aprimorar o conhecimento técnico facilitando a abordagem de participagao do
paciente na pesquisa com o preenchimento adequado dos documentos criados para registro das
informagdes e a assinatura dos termos de consentimento livre esclarecido (TCLE) e
assentimento livres esclarecidos (TALE) usados especificamente em cada caso, além do termo
de autorizagdo para uso de imagens. Os dados resultantes desse estudo demonstraram os

principais sitios acometidos pelas infec¢des fingicas, seus agentes etioldgicos mais frequentes,
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a determinacdo da Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) dos antifungicos da classe dos
imidazolicos como o fluconazol e itraconazol para ambos os grupos de dermatofitos e fungos
leveduriformes além da nistatina para as espécies de Candida e terbinafina apenas para os
dermatoéfitos. Os antifiingicos citados sdo rotineiramente usados na clinica dermatolégica, como
mostra o resultado desse estudo que também apresenta a taxa de adesdo e resposta clinica ao
tratamento. As infec¢des fingicas tém importante impacto na saide e bem-estar dos pacientes
e a determinacdo da CIM dos antifingicos pode servir de orientagdo ao médico para uma valiosa

correlacdo com os resultados clinicos obtidos em resposta ao tratamento antifungico utilizado.

Coleta e obtenciao das amostras.

Os pacientes sao atendidos de acordo com a solicitacdo médica de exames e sdo
cadastrados no sistema Autolac usado pelo LSC onde ¢ gerado uma ficha de resultado (Anexo
2) com identificagdo numérica junto ao nome do paciente e o respectivo codigo de barras dos
exames a serem realizados. As amostras da area de micologia sdo coletadas conforme
procedimentos descritos no manual de coleta de amostras para exames micologicos (Anexo 3).
Os raspados de pele sdo coletados por raspagem com laminas e recolhidos em placas de Petri
esterelizadas e descartdveis. As lesdes pouco descamativas e/ou amostras apresentando
secrecoes sao recolhidas com auxilio de swab e depositadas em tubo com solugdo fisiologica
esterelizada. Para a coleta das amostras das unhas que geralmente encontram-se espessadas
utilizamos alicates de unhas devidamente esterilizados. Os fragmentos das unhas e raspados

subungueais sao recolhidos em placas de Petri, conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1. Kit para coleta de exames micologicos no LSC

No momento da coleta sdo registradas as caracteristicas relevantes para o estudo
baseados na observacgao visual da lesdo pelo profissional da coleta. Sdo descritas as observagdes
sobre a aparéncia da lesdo e o uso de medicamento topico ou oral. Na entrevista com o paciente,
perguntamos ainda sobre o tempo de acometimento da lesdo, convivéncia com animais de
estimagdo, uso do cigarro, comorbidades, etc, sendo essas informagdes registradas em
questiondrio proprio, desenvolvido neste trabalho (Anexo 4). A execucao do projeto no LSC
ocorreu apos autorizagdo pelos 0rgaos responsaveis para a realizacdo do estudo conforme
mostra a declaragdo de chefia do LSC e os Termos de anuéncia da Instituicdo Coparticipante e
declaracdo de Instituicdo Coparticipante (Anexos 5, 6 e 7), e apds aprovacao do projeto pelo
Comité de Etica em Pesquisa (Anexol) e em Camara do Departamento de Microbiologia da
UFMG (Anexo 8).

No momento da coleta das amostras dos diferentes sitios anatdmicos, os pacientes
que se mostraram voluntarios a participacdo na pesquisa assinaram os Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ou o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
(TALE) (Anexos 9 A, B, C e D). Os pacientes que declararam ndo participantes do projeto

tiveram seus direitos respeitados e ndo sofreram nenhum prejuizo durante o atendimento ou
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mesmo na realizacdo dos exames. Os colaboradores e médicos participantes também assinaram

os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) especificos (Anexos 9 E, F).

Procedimento Técnico: Exame Micoldgico Direto, Cultura, Isolamento e Identificaciodas
espécies fungicas.
Exame Micolégico Direto (EMD).

Ap0s a coleta, as amostras foram transportadas ao setor de Microbiologia que faz a
conferéncia da identificacdo e de outras informagdes pertinentes. A amostra ¢ entdo dividida e
partes sdo usadas para cultivo, conforme Figura 2A e o restante é deixado na placa de Petri para
a realizagdo do exame micoldgico direto (Figura 2B), e a amostra ¢ tratada com solucdo de
Hidréxido de Potassio (KOH) a 20 ou 40%, que degrada a queratina e permite a clarificacdo do
material para melhor visualizagdo das estruturas fingicas por microscopia Optica direta em

objetivas de 10X e 40X. O resultado do exame ¢ registrado na ficha de bancada do paciente.

Figura 2. Procedimentos de cultura (A) e exame com KOH 40%, realizado no LSC.
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Cultura para Fungos.

Para a realizacdo da cultura para fungos, os meios de cultivo foram preparados no setor
de Microbiologia/Micologia e em alguns momentos adquiridos comercialmente, em tubos,
como o Agar Sabouraud Dextrosado 4% (ASD) (Lote:3A22 Validade:16/02/2023) ¢ o Agar
Mycosel (AM) (Lote:2B22 Validade:27/06/23), ambos da Mbiolog. A cultura permite o
crescimento, isolamento e deteccdo dos agentes etiologicos e, na maioria dos casos, permite
também a diferenciacdo das colonias de leveduras das de fungos filamentosos dermatofitos e
ndo dermatoéfitos, conforme demostrado na Figura 3. Com esta técnica, torna-se essencial
utilizar uma combinacao de dois diferentes meios de cultura uma vez que o ASD favorece o
crescimento de todos os tipos de fungos e a cicloheximida e o cloranfenicol presentes no AM
inibem, respectivamente, espécies fungicas saprofitas e bactérias presentes nas amostras. No
nosso servigo, os meios de cultura preparados e usados na pesquisa foram o Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) da Kasvi (Lote 204125 validade: 04/2025) e Agar Mycosel (AM) da Interlab
(Lote 2060500 validade: 31/10/25). Os mesmos foram pesados e dissolvidos em agua
deionizada. Ap6s completa dissolugdo foram distribuidos em aliquotas de 10 ml em tubos de
ensaio e autoclavados por 15 minutos a 121 °C de acordo com a orientagdo do fabricante. O
meio de cultura ¢ esterilizado em autoclave e deixado solidificar levemente inclinado em tubos

para facilitar o cultivo das amostras bioldgicas e a visualizagdo das colonias formadas.
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Figura 3. Colonias do dermatofito Trichophyton spp. (A) cultivado a 28 °C, da levedura C. albicans (B) a 37 °C, e
do fungo filamentoso ndo dermatofito Aspergillus spp. (C) a 28 ° C, em meio ASD.

Para esse trabalho, realizamos concomitantemente a distribui¢do do meio de
cultura ASD em placas de Petri estérilizadas para facilitar o isolamento e estudo das colonias,
realizagdo de microcultivos e de suspensao fungica usada para contagem de conidios em camara
de Neubauer para a execucao da determinagdo da CIM pela técnica de microdiluicao em caldo
(Figura 4). Também cultivamos as colonias de leveduras no meio de Agar Fuba (Corn Meal
Agar), Himedia para andlise da producao de clamiddsporos por Candida albicans. As amostras

cultivadas foram incubadas a 35 °C.
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Figura 4. Colonias do dermatofito Trichophyton rubrum em ASD cultivado a 28 °C por 15 dias, em placa de Petri(A)
e tubos mostrando coldnias cotonosas brancas no anverso (B) e a formagdo de pigmento vermelho no reverso da
coldnia (C).

Isolamento e Identificacio de Fungos.

Os tubos e placas de cultura foram observados rotineiramente uma ou duas vezes na
semana para verificacdo do crescimento fingico nos meios de culturas. As leveduras crescem
rapidamente permitindo a visualizacdo das colonias a partir de 48 — 72 horas. Os dermatoéfitos
crescem lentamente e a maioria dos isolados teve seu crescimento em torno de 15 a 20 dias. A
identificagdo de todos os fungos dermatofitos, fungos filamentosos ndo dermatéfitos e
leveduras foram baseados na andlise macromorfoldgica das coldnias e nas caracteristicas
microscopicas, como demonstradas nas Figuras 5 e 6. Na andlise macroscopica das colonias foi
observado o aspecto, a textura, a pigmentacdo e a coloracdo da colonia (verso) e também do
anverso da colonia. A analise microscopica ¢ realizada fazendo a raspagem das colonias para
observacgdo das estruturas de identificagdo flingica ao microscopio Optico em objetivas de 10 e
40X. Fazemos o reconhecimento dos tipos de estruturas fingicas (hifas hialinas, demacea,
septada ou cenocitica, tamanho e forma dos conidios, da presenca de leveduras, pseudo-hifas,
blastoconidios, etc) e isso direciona para a identificacdo de fungos filamentosos ou

leveduriformes.
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Figura 5. Analise macro e microscopica do dermatdfito M. canis, cultivado em ASD por 15 dias a 28 °C. Aspecto
macroscopico com colonia branca, verso de cor amareclo-marrom (A) e aspecto microscopico demontrando
macroconidios septados, contendo de 3 a 5 septos, visualizados sem corante (B) e com o corante azul lactofenol (C).

Figura 6. Analise macro e microscopica do fungo filamentoso ndo dermatdfito Fusarium spp., cultivado em ASD
por 15 dias a 28 °C. Aspecto macroscopico com colonia marrom (A) e aspecto microscopico demontrando
macroconidios curvos com multiplos septos (C).

Microcultivo em lamina.

Também foi realizada a técnica do microcultivo em lamina para auxiliar o
reconhecimento das estruturas fiingicas e identificacdo das espécies analisadas. Essa técnica €
conhecida como Técnica de Ridell e foi usada tanto para fungos filamentosos (dermatofitos e
ndo dermatéfitos) como para os fungos leveduriformes. O microcultivo em ldmina foi realizado
pelo acondicionamento de blocos recortados dos meios de cultura ASD (10 mm x 10 mm)
depositados sobre ldminas, em placas de Petri. As extremidades laterais do bloco de dgar foram

inoculadas com fragmentos das colonias e entdo recobertas por laminulas, utilizando materiais
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devidamente esterilizados. Apos incubacdo a temperatura ambiente por 48 a 72 horas, as
laminulas foram retiradas e observadas diretamente ao microscdpio dptico sem usar coloragdo
ou corados pelo corante azul de lactofenol algoddo para estudo das estruturas de reproducio
assexuada. Para as espécies de Candida isoladas nesse trabalho o microcultivo foi feito em Agar
Fuba. Foi realizado também a prova do Tubo Germinativo em soro humano incubados a 37 °C

por 2 horas cujo resultado positivo define a espécie C. albicans, conforme Figura 7.

Figura 7. Identificagdo de Candida por microcultivo (A-C) e tubo germinativo (D). Montagem da placa para o
microcultivo (A). Microcultivo de C. albicans em agar fuba demonstrando a formagdo de clamidoconidios (B e
C) e formagdo de tubo germinativo de C. albicans em soro humano apods 2 horas a 37 °C.

Identificacdo de Candida spp.

As colonias de leveduras foram inoculadas em Agar Cromogénico Candida da Mbiolog
(Lote:3*23 Validade:24/07/23) para identificacdo presuntiva das espécies (Figura 8A). Esse
teste € particularmente muito utilizado no LSC, especialmente para amostras de origem vaginal
em que a C. albicans ¢ o principal agente causador (em >90% dos isolados). Além disso, para

85% das espécies de leveduras desse estudo também fizemos a identificagdo por espectrometria

de massas (MALDI TOF MS) (Figura §B).
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Figura 8. Agar cromogénico Candida, demonstrando os controles de C. albicans ATCC 10331 com coldnia verde,
C. parapsilosis 22019 com colonia rosa, ¢ os diferentes isolados de pacientes (A). Resultado da identificagdo por
MALDI-TOF MS (B).

Determinacio da Concentracao Inibitéoria Minima (CIM) das leveduras e dermatoéfitos
aos antifingicos Fluconazol, Itraconazol, Terbinafina e Nistatina.

Varios métodos podem ser usados para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima e
nesse estudo realizamos a técnica de microdiluicdo em caldo. As espécies de Candida isoladas
dos pacientes participantes da pesquisa foram avaliadas quanto a susceptibilidade aos
antifungicos Fluconazol, Itraconazol e Nistatina e os dermatofitos isolados foram avaliados
quanto a susceptibilidade ao Fluconazol, Itraconazol e Terbinafina. Os protocolos padronizados
pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) documentos M38-A e CLSI M27-A2
(WIEDERHOLD, 2023) foram utilizados para os fungos dermatofitos e leveduras,
respectivamente. Em métodos de dilui¢do, o crescimento dos fungos ¢ avaliado nos pocos de
placas de microdilui¢do (96 pogos) em meio de cultura liquido (RPMI 1640 tamponado com
MOPS), contendo dilui¢des seriadas dos agentes antifiingicos. A CIM do antifungico ¢ definida
como a menor concentragdo, registrada em mg/L ou pg/mL, do antifingico que inibe o
crescimento do fungo. A CIM informa sobre a sensibilidade ou a resisténcia do microrganismo
ao antifingico, a qual pode ajudar em decisdes de tratamento. A resisténcia microbiologica ¢ a
capacidade de crescer em concentracdes de drogas que inibem isolados suscetiveis, e ¢ medida

laboratorialmente de acordo com métodos padronizados e aprovados por drgaos
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governamentais como o CLSI ou o Comité Europeu ou Brasileiro de Testes de Susceptibilidade
Antimicrobiana (EUCAST/BRCAST). Os pontos de interrupcao clinicos fornecem orientagao
sobre a probabilidade de um determinado isolado responder a terapia. Os valores de corte
epidemiologicos utilizam CIMs para identificar isolados com resisténcia adquirida, geralmente

por meio de mutagdes.

Preparo dos antifungicos.

Todos os agentes antifingicos usados na pesquisa foram preparados no Laboratério de
Micologia do ICB-UFMG. Os antifungicos foram pesados e dissolvidos em solventes
recomendados para cada tipo conforme descritos na Tabela 1, e de acordo com documentos
especificos do CLSI citados anteriormente. As solu¢des-padrdo foram preparadas em
concentragdes superiores (>100 x) a maior concentracdo a ser testada e foram armazenadas em
temperatura inferior a — 20 °C.

Tabela 1. Solvente e intervalo de concentracao avaliada para os antifungicos utilizados

Fluconazol Itraconazol Terbinafina Nistatina

Solvente Agua DMSO DMSO DMSO

Concentracao (ug/mL) 0,125 - 64 0,0313 - 16 0,015-8 0,015-8

Preparo da placa com meio de RPMI — 1640 com glutamina, sem bicarbonato e preparado
no Laboratorio de Micologia do ICB-UFMG, recomendado para teste de susceptibilidade
para fungos.

Foram utilizadas placas de 96 pocos conforme esquema demonstrado na Figura 9.
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Figura 9. Esquema do preparo das placas do teste de suscetibilidade por microdiluigdo (retirado do documento
M38A do CLSI - Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi).

Para realizagao do teste, foram colocados 200 pl de meio RPMI nos pogos 1 € 2 e 100
ul nos demais pogo 1 € constituido pelo controle de esterilidade (apenas meio RPMI) e o poco
12, o controle de crescimento (RPMI + fungo), onde ndo foi colocado antifingico. A
concentracdo calculada de cada solugao-padrao de antifingico foi colocada no pogo 2 apos ser
retirada a mesma quantidade de RPMI. Apos homogeneizacao, retirou-se 100 pul e fez-se a
dilui¢do seriada até o poco 11 de forma a obter as dilui¢cdes especificadas das concentracdes de
cada antifingico. As placas preparadas com cada antifingico foram devidamente identificadas

e congeladas a temperatura -20 °C.

Preparo do inéculo de leveduras.

Para a determinacao da CIM dos antifungicos para as diversas espécies de Candida
utilizamos cultivos em ASD a 35° C por 24 horas (Figura 10A). A seguir, foi feita a suspensao
de leveduras a partir das colonias em 2 ml de salina esterilizada, ajustando a concentragdo por
meio de leitura em espectrofotdmetro para a transmitancia indicada pelo CLSI de 75 a 77% no

comprimento de onda de 530 nm, de forma a obter uma solu¢do-padrao de levedura com
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concentracio equivalente a escala 0,5 de McFarland que contém 1 a 5 x 10° células por mL. A
seguir foi feita uma dilui¢ao 1:50 da solug¢do-padriao de leveduras em salina. Essa solucdo foi
em seguida diluida a 1:20 em meio liquido RPMI 1640, resultando em uma solugao de trabalho
com concentracdo final de 0,5 x 10% a 2,5 x 103 células por mL. A seguir, 100 pl desta solugdo
foi inoculado do pocgo 2 até o poco 12. O poco 1, CE, € o pogo para controle de esterilidade do
teste. As placas foram incubadas a 35 °C e a leitura dos MICs foram realizadas com 24 e 48

horas de forma visual e em equipamento de ELISA a 600 nm (Figura 10B).
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Figura 10. Cultivo de levedura em ASD (A) e placa do teste de CIM da Nistatina para Candida(B).

Preparo do inéculo de dermatofitos.

As coldnias dos dermatofitos cultivados em placas de ASD por 7 a 14 dias a 28 °C
foram cobertas com salina esterilizada, e as colonias foram raspadas com alga bacteriologica,
evitando pegar meio de cultura, a suspensdo fingica foi transferida para tubo de Falcon 50 mL
e homogeneizada em vortex. A seguir, a suspensao foi filtrada em funil com 1a de vidro apoiado
em erlemeyer, ambos esterilizados em autoclave (Figura 11A, B), para remocao dos fragmentos
de hifa. O filtrado foi trasnferido para tubo de Falcon de 15 mL e centrifugado por 5 minutos a
4000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de salina

esterilizada.
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Figura 11. Cultivo de T. rubrum em ASD por 14 dias a 28 °C (A) e filtragdo em 1a de vidro da suspenséo para
obtengdo dos conidios (B).

Método para contagem dos esporos com utilizacdo da cimara de Neubauer.

Céamara de Neubauer ¢ um instrumento utilizado para estimar o nimero de células (no
caso, conidios) em um volume determinado. Possui duas areas de contagem com volume de 0,1
mm de profundidade. Cada camara possui 9 quadrados delimitados por 3 linhas. Deve-se limpar
a camara com alcool 70%. Coloca-se a laminula sobre os canais e as areas de contagem
marcadas (1° ao 4°). Isso ¢ feito para garantir que a profundidade na cadmara seja de 0,1 mm em
toda a extensdo. Uma aliquota de 10 pL da suspensdao de esporos do fungo em questdo ¢
transferida para a cdmara com a ponta da pipeta no canal em um dos lados. A camara ¢ colocada
sob o microscopio (objetiva de 40x) para realizar a contagem dos esporos com auxilio de um
contador manual. S3o contados todos os esporos que estdo dentro da area dos 4 quadrados
sinalizados. Conta-se incluindo aqueles conidios que estavam sobre as linhas superior e direita
do perimetro externo do quadrado. Os esporos que estavam sobre as linhas inferior e esquerda
do quadrado ndo sdo incluidos na contagem. Foram realizadas dilui¢do 1:10 e em alguns casos
1:100 com salina esterilizadas para ajustar a quantidade de conidios, quando necessario. Apds

cada contagem a laminula foi retirada e juntamente com a cdmara foram limpas com alcool a
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70% para serem reutilizadas.
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Figura 12. Camara de Neubauer https://www.google.com.camaratdetneubauer+imagem

Calculo da contagem de conidios.

Foram contados 4 quadrantes externos e calculado a média. O resultado foi multiplicado

por 10000 x fd (fator de diluigdo).

Preparo da solucio fungica.

As suspensoes de conidios foram preparadas de modo a se obter solugdes de trabalho de
0,5 x 10° a 1,5 x 10°> UFC/mL. Primeiramente, foi realizada uma diluicdo 1:100 em salina, ea
seguir uma segunda dilui¢ao 1:50 em RPMI. A seguir, foram dispensados 100 uL da segunda
dilui¢ao em cada pogo das placas preparadas contendo Itraconazol, Fluconazol ou Terbinafina,
exceto no pogo CE, que ¢ o pogo para Controle de Esterilidade. Em seguida, as placas foram
incubadas a 35 °C por 5 dias e as leituras visuais foram realizadas. Também realizamos a leitura

em espectrofotometro a 600 nm para Itraconazol e Fluconazol, Figuras 13 A e B.
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Figura 13. Concentragdo inibitoria minima (CIM) para dermatdfitos. Placa da microdiluigdo em RPMI (A) e leitura
da CIM em espectrofotometro (ELISA Multiscan spectrum a 600 nm) (B).

Coleta de dados.

As fontes de onde foram retirados os dados coletados foram as fichas com as
informagdes de identificacdo e dados dos pacientes, o questionario aplicado aos participantes
que assinaram os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ou Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) e dos registros dos resultados de cada teste realizado

no Laboratério de Micologia do ICB-UFMG ou no LSC.

Analise estatistica dos resultados.

A analise dos dados desta pesquisa, Anexo 11, foi feita por meio da abordagem quali-
quantitativa. Os dados qualitativos foram submetidos a analise descritiva por meio do software
Statistical Package for Social Sciences (SPSS 20.0). Para a associagdo entre as varidveis
qualitativas ou categoricas, realizou-se o teste Qui quadrado de Pearson ao nivel de 5% de
significancia (PEARSON, 1895). Os dados quantitativos (idade de pacientes) foramsubmetidos

a andlise de medidas de centralidade e dispersdo e separadas em quartis.

Consideracoes éticas.
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Este trabalho atende a Resolucdo 466/12 e suas normativas complementares do
Conselho Nacional de Satde sobre pesquisa com seres humanos incluindo o armazenamento
temporario, o uso de material biolégico humano, analise das fichas laboratoriais com dados de
identificacdo e/ou informagdes clinicas dos pacientes. O material biolégico humano foi usado
apenas pelos pesquisadores, para estudo dos agentes etiolégicos das micoses e para inquérito
epidemiologico. As informagdes foram coletadas apos a aprovagdo do projeto pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, credenciado ao Sistema CEP/CONEP da
Universidade Federal de Minas Gerais, Anexo 1. A coleta dos dados e das informacdes
pertinentes ocorreu por analise da Ficha de Identificagdo de cada participante que se apresentou
como voluntério no projeto e apos assinatura dos termos de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) ou termo de assentimento livre e esclarecido (TALE) em que se assegurou a
privacidade dos mesmos e garantia do sigilo dos dados.

Os dados obtidos da pesquisa terdo como finalidade a elaboragao da dissertacao para
conclusao do Mestrado Profissional em Microbiologia Aplicada do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB)/UFMG, publicagdo dos dados epidemiolégicos e divulgacao interna no LSC.
A pesquisadora responsavel e toda a equipe envolvida neste projeto se comprometem a
resguardar a confidencialidade, sigilo, privacidade e imagem dos pacientes, conforme anexo
12, Termo de Compromisso de Utilizacdo de Dados (TCUD), em que foi devidamente
autorizado pela Instituicao que cedeu aos pesquisadores, e mediante assinatura destes, permitiu
0 acesso aos dados solicitados para serem utilizados nesta pesquisa. Os participantes nao terao
nenhum prejuizo com o advento do estudo, pois em momento algum havera distingao individual
de individuos. Para garantir o anonimato e ndo causar constrangimento aos participantes, seus

nomes foram substituidos por nimeros cardinal sequencial.

Riscos.
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A divulgacao de informagdes e dados do paciente seria um risco, porém os responsaveis
pelo projeto mantiveram o sigilo e a identificacdo foi realizada por nimeros, assegurando a
confidencialidade das informagdes de acordo com a lei geral de prote¢do de dados, Lei n°
13.709/2018. Desta forma, os riscos da pesquisa sdo minimos. O paciente foi convidado (a)
como voluntario (a) a participar da pesquisa. Quando voluntario foi solicitado a assinatura do
TCLE (Termo de Consentimeento Livre Esclarecido) e quando o paciente era menor de idade
o responsavel também assinava o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o
responsavel por menor além do proprio paciente assinar o Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido (TALE) (Anexos 9 A, B, C e D). Nestes termos consta a autorizagdo para a coleta,
o depdsito, o armazenamento, a utilizacdo e o descarte do material biologico humano. A
utilizagdo do material bioldgico estd vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se o
paciente concordar em outros futuros.

Na coleta do material biologico para exame, os riscos de ferimento no momento da
raspagem do local afetado pela micose foram minimos e os coletadores foram treinados para
que no caso de ocorréncia de ferimento e sangramento esses seriam minimizados por
compressao € se necessario realizar-se-ia um curativo para manter o ferimento limpo e
protegido. Nao tivemos nenhum ocorrido durante a pesquisa. Todos os profissionais da coleta
de amostras do LSC e médicos que participaram do projeto assinaram o TCLE especifico,
conforme Anexos 9 E e F.

Todas as imagens usadas nesse trabalho foram autorizadas pelos pacientes mediante
assinatura do Termo de autorizacao para uso de imagem (Anexo 10).

Os isolados das culturas analisadas foram mantidos em um biorrepositorio até a
conclusao deste estudo, congelados ou a temperatura ambiente e serao descartadas ao final das
analises, sob o cuidado do pesquisador, conforme Termo de Constituicdo de Biorrepositorio

(Anexo 13) que foi devidamente assinado pelo Pesquisador Principal do Projeto, Representante
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Legal da Instituicdo, Chefia do Servigo de Pesquisa e pelo Responsavel Legal pela Instituicdo

Acordante, conforme solicitado.

Beneficios.

Os participantes desta pesquisa nao tiveram nenhum custo ou beneficios financeiros.
Asseguramos aos participantes da pesquisa uma analise laboratorial de qualidade cujas
informagdes auxiliardo nas intervengdes médicas e permitirdo a preveng¢ao do agravamento das
lesdes propiciando melhoria na qualidade de vida do paciente. Com os profissionais capacitados
na realizagdo dos exames e tendo como preocupagao o treinamento de outros profissionais na
execucao das técnicas empregadas na area de micologia, o LSC mantém a qualidade dos exames
micoldgicos em consonancia com a expectativa médica através do continuo aperfeicoamento
técnico dos profissionais que trabalham na coleta, na realizagdo dos exames diretos das
amostras, na identificagdo das colonias, no reconhecimento das estruturas de reprodugao
assexuada dos fungos e atualmente na execugdo dos testes de susceptibilidade aos antifingicos
(AFST). Para a instituicdo ¢ financeiramente viavel a manutengdo dos exames de diagndstico
micolégico pelo grande volume de pacientes, pelo custo razodvel dos insumos necessarios a
realizagdo desses exames no laboratorio, pela equipe ja devidamente capacitada e pelo facil

acesso a classe médica, favorecendo assim um cuidado maior com o paciente.

5. RESULTADOS

Depois de concluida as etapas de revisao dos POPs: Exame Micoldgico Direto, Cultura
para Fungos (Anexos 14 e 15) e treinamentos dos profissionais (Anexos 17 e 18), iniciou-se a
coleta das amostras devidamente autorizadas, a realizacao dos exames micologicos diretos e as
culturas pelos métodos convencionais de cultivo. As imagens obtidas neste trabalho e outras

informagdes da pesquisa foram utilizadas para a criagdo do Manual de Identificacdo de Fungos
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(Anexo 16), documento que vai auxiliar os profissionais da area técnica do LSC.

O teste de susceptibilidade aos antifingicos (AFST) com determinagdo da CIM foi
realizado para o fluconazol, itraconazol e terbinafina para os fungos dermatoéfitos (Norma
Aprovada M38-A) e o fluconazol, itraconazol e nistatina para as espécies de Candida (Norma
Aprovadas M27-A2), ambas do CLSI.

O setor de Micologia realiza controle interno (CIQ) e externo de qualidade (CEQ). O
controle interno do EMD ¢ realizado pela metodologia de comparacdo de resultados entre
observadores que ¢ realizada entre os profissionais que executam o exame micoldgico direto.
Um profissional mais experiente separa a amostra e demais profissionais fazem o mesmo teste
sem conhecerem o resultado um do outro. O profissional que ¢ a referéncia na execugdo do teste
compara o resultado de todos com o dele a fim de nivelar o conhecimento especifico no
reconhecimento das estruturas fingicas, conforme Anexo 19. O controle externo da qualidade
¢ encaminhado ao LSC pela Controllab, empresa responsavel pelos ensaios de proficiéncia e
ligada a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e o certificado de participacdo mostra o
resultado do setor de Micologia (Anexo 20 A e B). O LSC também possui micoteca propria
com CEPAS ATCC Candida parapsilosis 22019 e C. albicans 10331 para validagdo e controles
de testes e outras diferentes espécies fingicas oriundas dos ensaios de proficiéncia ou isoladas
de pacientes que sdo mantidas e usadas para capacitar os profissionais técnicos ou estagiarios
da area laboratorial que buscam melhorar seu conhecimento sendo também usadas para aulas
praticas nas faculdades locais quando solicitado por professores dos cursos de areas afins. Além
disso, os atlas e livros de micologia da Controllab sao disponibilizados na area de trabalho dos

computadores do setor.

Dados do estudo epidemioldgico.

Os dados foram coletados apés a aprovacio do projeto pelo Comité de Etica (COEP) da
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UFMG ocorrido em 16/11/22 (Anexo 1), até¢ 20/04/23, data em que se encerrou a coleta de
amostras. Embora nesse periodo tenham sido atendidos 1376 pacientes na area de Micologia
do LSC, tivemos 83 pacientes participantes da pesquisa com assinatura dos termos de
consentimento (TCLE ou TALE). Desses participantes, foi observado que 54 (65,06%) eram

do sexo feminino e 29 (34,93%) do sexo masculino, conforme apresentado na Figura 14.

I Masculino
Feminino

Figura 14. Distribui¢do do percentual de pacientes em relagdo ao sexo.

A Tabela 2 a seguir mostra a distribui¢do dos participantes pela faixa etaria, obteve-se
a média, desvio padrao, minima ¢ maxima. A idade dos pacientes variou de 2 a 80 anos na
populagdo estudada, com média geral de 44 anos (£ 17,2), e o resultado reflete o perfil de

atendimento de rotina da area de Micologia do LSC.



Tabela 2. Perfil etario dos pacientes.

Variavel Dados
Numero amostral 83
Média de idade 44 anos
Desvio padrao 17,2
Erro Padrdo da média 1,88
Amplitude 78 anos
Idade maxima 80 anos
Idade minima 2 anos

Obs. O erro padrao € obtido pela divisao do desvio
padrao pela raiz quadrada do tamanho amostral. Fonte:

Dados da pesquisa.
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Foi1 observado que as solicitagdes de exames ocorreram com maior frequéncia na faixa

etaria de 57 a 80 anos entre as mulheres (76%), enquanto nos homens foi a faixa de 29 a 44

anos (48%) que apresentou maior frequéncia dos atendimentos.

Tabela 3. Distribuicdo das dermatomicoses de acordo com idade e sexo.

Género
Quartis Faixa etaria Total
Feminino Masculino
1° 2 a 28 anos 13 (62%) 8 (38%) 21
2° 29 a 44 anos 11 (52%) 10 (48%) 21
3° 45 a 56 anos 14 (70%) 6 (30%) 20
4° 57 a 80 anos 16 (76%) 5 (24%) 21

Os sitios anatdomicos de coleta foram determinados pelos médicos prescritores dosexames

e as amostras predominantemente solicitadas foram as amostras das unhas dos pés,

especialmente os raspados subungueais dos halux direito/esquerdo, totalizando 79 amostras que



52

corresponderam a 59,39%, os raspados dos pés (direito e esquerdo, plantar e bordas) totalizaram
17 amostras que corresponderam a 12,78%, as unhas das maos direita e/ou esquerda totalizaram
11 amostras correspondendo a 8,27% e ainda as amostras das regides cervicais, tronco, torax,
lombar e abdominal que juntas totalizaram 12 amostas correspondendo a 9,02%, virilha com
03 amostras (2,25%), 01 do couro cabeludo (0,75%), 01 da coxa (0,75%) e outras regides da
pele (09) que corresponderam a 6,79%. As regides anatdmicas e suas respectivas frequéncias

estdao discriminadas a seguir na Figura 15.

Distribui¢iio dos tipos de amotras por sitio anatémico

Raspado pé esquerdo
Raspado Couro Cabeludo
_Raspado lesdo
Raspado regido ntramamaria
aspado Nadegas

aspado
Raspado do Dorso
Raspado Face
Raspadg do Térax
Raspado Lombar
Rti%laq~abdon1mal
egiddo palmar
Raspado dos Bragos
Raspado das Coxas
Raspado Pele
Raspado do Tronco
Raspado regifio cervical
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(%)
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egid da ‘
Unhas da mao esquerda
Raspado pé direito 5
Unhas da mios direita 7
Raspado dos pés/plantar/bordas 11
Raspado unhas pés dir/esq 23
Ra%;do Halux esquerdo 23
spado Halux direito 33
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Figura 15. Distribui¢do do nimero de amostras de acordo com o sitio anatémico.

Foram realizados 132 exames micologicos diretos com 68,18% positivos (90 amostras)
e 31,82% negativos (42 amostras). Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados em relagao as
variaveis dos EMDs. Os achados das diferentes estruturas fingicas foram descritos como
presenca de hifas hialinas septadas e ramificadas, presenca de leveduras apresentando

brotamentos (com pseudo-hifas em alguns casos) e presenca de blastoconideos (e hifas curtas
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em alguns casos) caracteristicos do género Malassezia. Os achados foram reportados na
quantidade encontrada e descritos como raros, nimero regular ou numerosos. Além disso, entre
os resultados positivos, 58,88% foram detectados em pacientes do sexo feminino e 41,11% em

pacientes do sexo masculino (Tabela 4).

Tabela 4. Variaveis dos resultados dos exames micologicos diretos.

Resultado do exame micoldgico direto — EMD n %

Negativos 42 31,82
Numerosas hifas hialinas septadas ramificadas 29 21,97
Numero regular de hifas hialinas septadas 16 12,12
Raras hifas hialinas septadas 13 9,85
Numerosas leveduras apresentando brotamentos com caracteristicas do 12 9,09

género Candida

Numero regular de leveduras apresentando brotamentos com 6 4,54
caracteristicas do género Candida

Numerosos blastoconideos em cachos e hifas curtas sugestivos do 5 3,79
género Malassezia

Raras leveduras apresentando brotamentos com caracteristicas do 3 2,28
género Candida

Presencga de blastoconideos em cachos sugestivos do género Malassezia 2 1,51
Presencga de blastoconideos sugestivos do género Malassezia 2 1,51
Presencga de numero regular de blastoconideos em cachos sugestivos do 1 0,76

género Malassezia

Presenca de leveduras com caracteristicas do género Candida 1 0,76

Total 132 100

Fonte: Dados da pesquisa.

Foram realizadas 112 culturas para fungos para o diagndstico de micoses cutaneas.
Dessas, 76 foram positivas (67,85%) e 36 negativas (32,14%). Entre os agentes etioldgicos

isolados, os fungos dermat6fitos se mostraram os mais prevalentes com 52,5% de frequéncia,
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totalizando 42 isolados, as leveduras 28,75% (23 isolados) e os fungos filamentosos nao
dermatoéfitos 18,75% (15 isolados). Entre os dermatofitos, 7. Rubrum representou 61,90% (26
isolados), 7. Mentagrophytes 26,19% (11), Trichophyton spp. 7,14% (3) e M. Canis 4,76% (2).
Entre os fungos filamentosos nao dermatofitos foram isolados Fusarium spp. E Aspergillus spp.
(7 cada) e representaram 46,66% cada, e Scytalidium spp. 6,66% (1). Dentre as culturas
positivas para leveduras, Candida parapsilosis representou 47,82% (11), Candida spp. 17,39%
(4), C. albicans 8.69% (2), C. guillermondii 8.69 % (2), C. pelliculosa (1), C. orthopsilosis (1),

Sacharomyces cerevisae (1) e Malassezia spp. (1) representaram 4,34% cada.

Agen iolégi
Bl Dermatdfitos ge tes etio Og —

Leveduras
Fungos filamentosos ndo dermatofitos

Figura 16. Percentual de distribuig¢do dos agentes causadores de dermatomicoses no LSC.

Em relagdo aos sitios especificados pelos médicos foi observado que 24
participantes (28,91%) tiveram mais de 01 regido anatomica acometida por infec¢do fingica,
sendo que 06 deles (26, 34, 57, 62, 79 e 83) apresentaram mais de dois sitios acometidos, em
02 pacientes (79 e 83) observou-se crescimento de espécies fungicas diferentes em cultura e 01

participante (62) apresentou associagdo com a bactéria Pseudomonas aeruginosa na unha do 1°
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pododactilo. Além disso, em 03 pacientes do sexo masculino mais de um agente foi encontrado
infectando/colonizando os sitios anatdmicos das unhas dos halux (direito/esquerdo) sendo T.
Rubrum associado a C. guilliermondii (paciente 27), Trichophyton spp. Associado a
Scytalidium spp. (paciente 83), 7. Rubrum associado a Sacharomyces cerevisae (paciente 8); e
no sexo feminino foi encontrado Fusarium spp. Associado a Candida spp. (paciente 71). A
frequéncia de distribui¢ao dos fungos isolados e regides anatomicas

estdo demonstradas na Tabela 5.

Tabela 5. Sitios anatdmicos e frequéncia de espécies isoladas em cultura.

Sitios anatomicos/espécies fungicas isoladas n %

Raspados dos halux D/E/unhas pés

Negativos 28 36,36
Candida parapsilosis 6 7,79
Trichophyton rubrum 18 23,37
Trichophyton mentagrophytes 7 9,09
Fusarium spp 6 7,79
Aspergillus spp 4 5,19
Trichophyton spp 2 2,59
Candida guilliermondii 1 1,29
Candida spp 3 3,89
Sacharomyces cerevisae 1 1,69
Scytalidium spp 1 1,29
Raspados dos pés D/E e bordas plantares
Negativos 3 18,75
Trichophyton rubrum 8 50,00
Trichophyton spp 1 6,25
Trichophyton mentagrophytes 4 25,00

Raspados das unhas das maos D/E/Polegar



Negativos
Candida parapsilosis
Candida orthopsilosis
Candida guilliermondii
Candida albicans
Candida spp
Aspergillus spp
Fusarium spp

Raspado da regiso do cotovelo
Negativo

Raspados da regiao cervical
Malassezia spp

Raspado da regiio abdominal
Negativo

Raspado da regiao da virilha
Trichophyton rubrum
Candida albicans
Candida pelliculosa

Raspado da coxa

Microsporum canis
Raspado da regido intramamaria
Candida parapsilosis

Raspado de lesao e bracos
Negativo
Raspado do couro cabeludo

Microsporum canis
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8,33
25,00
8,33
8,33
8,33
8,33
25,00
8.33

100

100

100

33,33

33,33
33,33

100

100

100

100

Fonte: Dados da pesquisa

O maior niimero de culturas foirealizado em pacientes do sexo feminino totalizando 79,

com positividade de 65,82% e 33 culturas foram realizadas no sexo masculino com positividade
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de 75,67%. Os fungos dermatofitos prevaleceram com frequéncia de 57,14% nos homens e
42,85% nas mulheres enquanto as espécies de Candida foram mais prevalentes no sexo
feminino com 85,71% e 16,66% nos homens. Entretanto os FFND predominaram no sexo
feminino com 93,33% de frequéncia.

Além disso, essa porcentagem foi confirmada pela anélise de predominancia do fungo
em relagdo ao sexo utilizando o teste do Qui-Quadrado que nos mostra a propensdo de
acometimento das espécies de Trichophyton no sexo masculino e das leveduras, Candida sp.,
no sexo feminino no sitio 1 (p < o nivel de significancia). No sitio 2 ndo houve diferencga

estatistica pelo p-valor.

Tabela 6. Associacao de cada resultado da cultura fingica em relagao ao sexo.

Sitio 1 p-valor Sitio 2 p-valor
Clkun Feminino Masculino Femini Masculino
no

Negativo 16 4 0,16 11 5 0,78
Nao feito 18 9 0,86 20 10 0,88
Candida sp 8 0 0,03" 7 2 0,43
Trichophyton sp 9 15 0,00” 8 9 0,11
Fusarium sp 4 0 0,20 3 0 0,20
Aspergillus sp 4 0 0,20 3 0 0,30
Sacharomyces sp - - - 0 1 0,16
Malassezia sp 0 1 0,17 - - -
Scytalidium sp 0 1 0,17 - - -
Microsporum sp 1 1 0,65 - - -
Total 60 31 52 27

Sitio 1= Halux, unhas maos e pé esquerdo; Sitio 2 = Halux, unhas méos e pés direito; CTFun = Cultura fingica;
*, ** significativo a 5 e 1%, respectivamente, pelo teste Qui-Quadrado.

O estudo realizado mostrou ainda que a onicomicose foi a manifesta¢do clinica mais

frequente caracterizando 67% dos exames, seguido da tinea pedis com 14% e pitiriase
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versicolor com 11,75%. A tinea corporis, cruris e tinea capitis tiveram a mesma frequéncia de

1,25%, conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7. Frequéncia de dermatomicoses

Principais infec¢oes fungicas n %

Onicomicoses 59 67,00
Tinea pedis 14 17,50
Pitiriase versicolor 9 11,75
Tinea capitis 1 1,25
Tinea corporis 1 1,25
Tinea cruris 1 1,25
Total 100

Fonte: Dados da pesquisa

Conforme mostra a Figura 16, 68,67% dos pacientes (57) ndo apresentaram
comorbidades. Entretanto, 7,22% dos pacientes eram diabéticos (6), 4,81% apresentavam
diagnostico (4) ou estavam sob investigagdo devido a suspeita clinica de psoriase, 2,4%
encontravam-se em tratamento de oncologias (2), além de outras condi¢cdes que favorecem o
desenvolvimento de infec¢des fungicas como traumas (5) com 6,02% e liquen plano (1)
representando1,20%, atologia essa caracterizada como autoimune. Apenas 2,40% (2) dos
participantes informaram sobre o habito do tabagismo (15 e 83) e essa condicao em um deles
estava associada a historico de infec¢des anteriores de longo tempo e o outro paciente, tabagista

ha 40 anos, apresentava diagnostico de psoriase.
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Figura 17. Comorbidades e outros fatores predisponentes de micoses.
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A seguir imagens dos pés de paciente diabético (Figuras 18 A e B) e paciente com

psoriase, (Figura 18 C), ambos tabagistas.



60

Figura 18. Onicomicose por Trichophyton rubrum em paciente diabético (A e B) e com psoriase (C).

Além disso, 18,60% dos pacientes participantes conviviam diretamente com animais ou
tiveram contato com locais onde ha presenca de animais de estimacao, principalmente caes,

observou-se que M. Canis foi o fungo isolado em 02 deles.
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HE Sem contato com animal
Contato com cdo
Contato com gato

B Contato com passaros

Figura 19. Percentual de pacientes com convivéncia com animais.

Observou-se também que os pacientes sofriam em sua maioria entre 4 meses a 2 anos
(34,9%) com diferentes infec¢des fungicas e, de acordo com as informagdes registradas,
sentiam-se desconfortaveis e com baixa auto-estima, especialmente os pacientes cujas
atividades profissionais (dentista, comércio de alimentos, etc) dependiam de uma boa
apresentacao estética, e isso fez com que retornassem ao médico e realizassem o tratamento de

forma mais rapida.

Tabela 8. Tempo da lesao.

Quartis Faixas do tempo da lesao n %
1° 5 dias a 4 meses 22 26,5%
2° 4 meses a 2 anos 29 34,9%
3° 2 anos a 5 anos 17 20,5%
4° 5 anos a 20 anos 15 18,1%
Total 83 100%

Fonte: Dados da pesquisa.

Nossas andlises demonstraram ainda que 20,5% dos pacientes (17) usavam
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medicamentos antifingicos tdpicos ou sistémicos antes ou no momento da coleta, como
apresentado na Figura 20, (esmalte, creme, pomada ou antifingicos orais) e embora 18,07%
dos pacientes (15) ndo especificaram os medicamentos usados, em alguns casos essas

medicagdes também podem ter contribuido para o percentual de negatividade das culturas.

Medicamentos utilizados antes do exame
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Figura 20. Medicamentos topicos ou sistémicos usados pelos pacientes antes da realizagdo dos exames.

Conforme mostrado na Figura 21, observou-se que 41% dos pacientes fizeram
adesdo ao tratamento especificado pelo médico apos a realizagdo dos exames micologicos e
apresentaram melhora clinica. Entretanto, 22% fizeram adesdo parcial ao tratamento e ndo
apresentaram a melhora esperada, enquanto 30% dos pacientes ndo fizeram o tratamento pelo

motivo de terem tido melhora do quadro clinico ou por negatividade da cultura ou ainda por
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apresentarem outros diagndsticos que eram prioridade no momento, como CA, hepatopatias ou
infeccdo pelo virus Chikungunya, enquanto outros ndo retornaram ao médico ou nao
informaram quando questionado sobre o assunto e 7% retornaram, porém, nao realizaram o

tratamento.

Resposta clinica ao medicamento, teve melhora?

Bl Sim
I Nio fez ou ndo respondeu
0 Parcialmente

Bl Nio

Figura 21. Perfil de melhora clinica em resposta ao tratamento prescrito pelo médico.

As Figuras 22 e 23 mostram a melhora clinica de dois pacientes com dermatofitose.
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Figura 22. Tinea ungueum por Trichophyton mentagrophytes antes do tratamento (A), prescrito pelo médico com
Terbinafina em associagdo com Loceryl esmalte nas unhas (B), demonstrnaod melhora clinica apds 45 dias de
tratamento (C).

Figura 23. Tinea pedis por Trichophyton rubrum antes (A e B) e apds o tratamento com Terbinafina (C e D).
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Os antifungicos mais prescritos pelos médicos dermatologistas para o tratamento
sistémico das onicomicoses (unhas dos pés e maos) e usado pelos pacientes que apresentaram
melhora clinica ap6s adesdo ao tratamento foi a terbinafina ou o itraconazol associado a
amorolfina/Loceryl para uso topico. Para a tinea pedis, corporis e cruris, o itraconazol foi
prescrito com mais frequéncia e para a tinea capitis usou-se a terbinafina. Para Pitiriase
versicolor, o tratamento médico mais frequente foi o cetoconazol de uso sistémico (oral) e/ou
Shampoo de Cetoconazol associado ao Hipossulfito de Sodio a 40%. A Tabela 9 apresenta a
associacdo entre as varidveis qualitativas do uso dos medicamentos e a resposta clinica ao
tratamento e os dados apresentados demonstram que a maioria dos pacientes tiveram melhora
clinica parcial ou total. Entretanto, no tratamento prescrito com hipossulfito para a pitiriase
versicolor os pacientes ndo apresentaram melhora clinica ou apresentaram melhora apenas
parcial. Isso pode ser explicado pelo fato de que a maioria dos participantes ainda nao tinham
completado o ciclo do tratamento ou porque alguns estavam nos primeiros dias de tratamento
e por isso o p-valor ndo foi significativo.

Além da associagdo medicamentosa usada na pitiriase versicolor, nos tratamentos das
onicomicoses a maioria dos pacientes teve tratamento combinado, especialmente a associacao

de terbinafina com loceryl esmalte.
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Tabela 9. Associagdo entre o uso dos medicamentos e melhora do quadro clinico.

Resposta ao tratamento. Houve melhora clinica?

Medicamento p-valor
Sim Parcialmente Niao

Amorolfina 0 1 0 0,33
Cetoconazol 3 5 1 0,25
Ciclopirox 5 3 1 0,98
Fluconazol 0 2 0 0,11
Isoconazol 2 0 0 0,49
Itraconazol 8 1 1 0,33
Loceryl 9 3 1 0,74
Terbinafina 7 1 0 0,24
Hipossulfito 0 2 2 0,01""
Total 34 18 6 -

** significativo a 1% pelo teste Qui-Quadrado

Ainda, nesse estudo foi avaliado o perfil de suscetibilidade aos antifiungicos realizados
de acordo com o Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo, Norma Aprovada:
M27-A2 do CLSI para os isolados da espécie Candida ¢ a Norma Aprovada M38-A para os
fungos dermatofitos. A CIM de antifiingicos de uso clinico foi determinada para 40% dos
isolados obtidos neste estudo. A leitura dos testes foi realizada de forma visual e por
espectrofotometria a 600 nm para os antifingicos Fluconazol e Itraconazol e para a Terbinafina
e Nistatina foram realizadas apenas leitura visual e os resultados estao dispostos nas Tabelas 10

ell.
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Tabela 10. Distribuicdo dos valores de CIM do Fluconazol, Itraconazol e Terbinafina pelo
método de microdilui¢ao em caldo para determinagdo da sensibilidade pelo Clinical Laboratory
Standard Institute (Norma M38-A), para fungos dermatofitos.

MIC de Fluconazol em pg/mL

Espécies
0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 o4
T. rubrum (4)* 3 1
T. mentagrophytes (3) 1 1 1
M. canis (1) 1
MIC de Itraconazol em pg/mL
0,03 0,06 0,025 025 05 1 2 4 8 16
T. rubrum 3 1
T. mentagrophytes 2 1
M. canis 1
MIC de Terbinafina em pg/mL
0,015 0,03 0,06 0,125 025 05 1 2 4 8
T. rubrum 4
T. mentagrophytes 3
M. canis 1

CIM: Concentracao Inibitéria Minima/T: Trichophyton/M: Microsporum. (*) Nimero de
cada espécie em que se determinou a CIM.
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Tabela 11. Distribuicdo dos valores de CIM do Fluconazol, Itraconazol e Nistatina pelo método de
microdiluicdo em caldo para determinacdo da sensibilidade de Leveduras pelo Clinical Laboratory
Standard Institute (Norma M27-A2) para leveduras.

MIC de Fluconazol em pg/mL

Espécies
0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
C. parapsilosis(11) 7 2 1 1
C. albicans (2)* 1 1
C. guilliermondii 1 1
C. pelliculosa (1) 1
C. orthopsilosis (1) 1

C. parapsilosis ATCC 22019; Valor de Referéncia: 1,0 a 4,0 ug/mL; Resultado: 2,0 ug/mL.

MIC de Itraconazol em pg/mL
0,03 0,06 0,125 025 05 1 2 4 8 16

C. parapsilosis 5 3 1 2

C. albicans 1 1
C. guilliermondii 1 1

C. pelliculosa 1

C. orthopsilosis 1

C. parapsilosis cepa ATCC 22019; Valor de Referéncia: 0,125 a 0,5 ug/mL. Resultado: 0,125 ug/mL.

MIC de Nistatina em pg/mL
0,02 0,05 0,11 0,23 046 09 18 3,75 175 15

C. parapsilosis 2 9
C. albicans 1 1
C. guilliermondii 1 1
C. pelliculosa 1
C. orthopsilosis 1

C. parapsilosis cepa ATCC 22019; Valor de Referéncia: 0,5 a 4 ug/mL. Resultado: 0,46 ug/mL.

CIM: Concentragéo Inibitoria Minima/Leitura: 72 — 75 % Transmitincia a 530 nm. (*) Nmero de cada espécie

em que se determinou a CIM.
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6. DISCUSSAO
A humanidade tem sido atormentada por doengas infecciosas ao longo da historia e as
infecgdes fingicas representam um exemplo de doengas negligenciadas, sendo responsaveis
por aproximadamente 1,7 milhdes de mortes anualmente (KAINZ er al., 2020).
A sensibilizagdo a nivel social e governamental envolvendo as autoridades de saude deve ser
aumentada no sentido da melhoria do diagndstico e na busca de opg¢des de tratamento para
novas estratégias terapéuticas em virtude do desenvolvimento e aumento da resisténcia. Os
testes de diagnostico e suscetibilidade aos antifungicos precisam ser mais padronizados, uma
vez que a atual falta de protocolos unificados possam causar discrepancias entre laboratdrios e
dificuldades na interpretagdo dos dados obtidos, lembrando que esse ¢ um requisito crucial para
encontrar a op¢ao de tratamento ideal para um paciente (KAINZ et al., 2020). Embora os
Laboratorios de pesquisa utilizem a biologia molecular para identificacdo dos fungos, os
Laboratorios de Andlises Clinicas, assim como o LSC, realizam sua rotina de Micologia pela
taxonomia classica baseada no achado das estruturas fingicas pelo exame micologico direto,
observadas em microscopia optica e/ou na analise macro e micromorfolégica das colonias de
fungos observando aspecto (verso e anverso), cor, presenga de pigmentos € muitas vezes
fazendo uso da técnica de microcultivo que auxilia a identificagdo dos agentes etiologicos pela
visualizagdo das estruturas de reprodugdo. Atualmente alguns laboratorios possuem
equipamentos para identificacao por espectrometria de massa (MALDI-TOF), usado
principalmente para fungos leveduriformes. Para os fungos filamentosos dermatoéfitos
raramente a identificagdo em laboratorios de analises clinicas dar-se-a por essas metodologias.
As dermatomicoses sdo doencas comuns entre os humanos sendo causadas
principalmente por fungos dermatofitos, leveduras e fungos filamentosos ndo dermatofitos. A
prevaléncia das infec¢des fungicas pode variar de acordo com regido e fatores como as

condigdes climdticas, socioecondmicas, migragdo, convivéncia com animais de estimag¢ao, tipo
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de trabalho, estilo de vida, idade, sexo, doengas concomitantes, além de outros fatores pessoais
que pode predispor o paciente ao contato com os agentes fingicos através do solo, animais e
que possam contribuir para a variacao da epidemiologia das micoses (CHANY ACHAILERT;
LEEYAPHAN; BUNYARATAVE]J, 2023). (SEGAL; ELAD, 2021).

O conhecimento do perfil epidemiolégico dos agentes fungicos causadores das
dermatomicoses e os resultados dos testes de suscetibilidade in vitro pode ser util parainstalagao
de medidas adequadas na prevencao da frequéncia dessas infecgdes, uma vez que a resisténcia
¢ hoje um problema emergente. Ao médico essa informagdo auxilia no monitoramento da
resisténcia aos principais antifungicos usados rotineiramente na dermatologia e facilita a
correlagdo com a resposta clinica mostrando o direcionamento assertivo na escolha do
tratamento quando hd melhora clinica correlacionada a adequada adesdoao tratamento por parte
dos pacientes.

Viérios fatores podem contribuir para a selecdo e desenvolvimento de resisténcia aos
antifungicos como a automedicagdo pelo uso topico ou sist€émico dessas drogas, ma absor¢ao
dos farmacos, eliminagdo alterada pela associagdo com outras drogas, baixa adesdo ao
tratamento ou substituicdo de medicamentos pelos proprios pacientes (KHAN; HAY;
SAUNTE, 2022). Os testes de suscetibilidade aos antifingicos (AFST) para fungos
dermatofitos nao sdo rotineiramente realizados pelos laboratorios de andlises clinicas pela
dificuldade de padronizagdo da técnica. Entretanto, varios métodos tém sido usados para
determinar a CIM como o Etest, diluicdo em agar, teste de disco difusdo em agar, macro e
microdiluicdo em caldo e todas diferem entre si na concentragdo do indculo, temperatura e
tempo de incubacdo, meios de cultura usados e no critério do ponto final de crescimento
fingico, tornando-se dificil comparar os resultados (KHAN; HAY; SAUNTE, 2022). Mesmo
sendo uma importante ferramenta na deteccdo do surgimento de resisténcia aos antifiingicos

utilizados na pratica dermatoldgica, a baixa produ¢do de esporos e o crescimento lento dos
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dermatofitos tornam os AFST extermamente trabalhosos para uso rotineiro e neste estudo varias
dessas caracteristicas citadas foram observadas durante a realizagdo das metodologias de
contagens de conidios em camara de Neubauer corroborando as afirmagdes acima.

A CIM antifungica ¢ definida como a menor concentragdo, em mg/L ou ug/mL, de um
agente que inibe o crescimento de um fungo. A CIM informa sobre a suscetibilidade ou
resisténcia do organismo ao antifingico, o que pode auxiliar na decisdao do tratamento. A CIM
permite que os microrganismos sejam categorizados como susceptiveis (S), intermedidrios
(susceptiveis com exposicao aumentada) (I) ou resistente (R) a um farmaco antifingico, quando
os pontos de corte apropriados sdo aplicados. Além disso, as distribuicdes da CIM podem ser
usadas para definir populagdes fingicas de tipo selvagem ou ndo selvagem quando valores de
corte epidemiologicos especificos de espécies (ECOFFs) sdao aplicados. (ARENDRUP et al.,
2021). O AFST foi realizado, nesse trabalho, de acordo com os documentos M38-A e M27-A2
do CLSI para os fungos filamentosos e leveduras, respectivamente.

As espécies de Candida, em sua maioria, foram identificadas por espectrometria de
massa por MALDI-TOF e avaliadas quanto a susceptibilidade a os antifingicos Fluconazol,
Itraconazol e Nistatina. Os dermatofitos e os fungos filamentosos ndo dermatofitos foram
identificados pelos métodos convencionais de cultura e estudo micro e macroscopico das
colonias. A susceptibilidade ds dermatoéfitos isolados foi avaliada para os antifingicos
Fluconazol, Itraconazol e Terbinafina.

A Terbinafina (TRB), uma droga antifiingica da classe das alilaminas, ¢ considerada a
droga de primeira linha para tratamento de tinea causada por Trichophyton spp.. A TRB inibe
a enzima esqualeno epoxidase (SE) interferindo na biossintese do ergosterol, um componente
essencial da membrana celular (SAUNTE, 2019). Os azois, uma classe de antifingicos de
amplo espectro, foram descobertos em 1944 e aprovados para uso humano na década de 1950.

Com base no nimero presente no anel aromatico dos azdis, eles sdo classificados em trés
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grupos: imidazdis, triazois e tetrazois. Os imidazois t€ém dois atomos de nitrogénio no anel azol
e os triazdis tém trés atomos de nitrogénio no anel azol. Miconazol, clotrimazol, econazol,
cetoconazol, tioconazol, sulconazol, serconazol e luliconazol representam os medicamentos
azblicos a base de imidazol e terconazol, fluconazol, isavuconazol (isavcuconazol - pro-
farmaco de isavuconazol), itraconazol, voriconazol, posaconazol, eficonazol e albaconazol
representam o triazol grupo de drogas (RABAAN et al., 2023). O tetrazol, um composto
recentemente desenvolvido no grupo dos azois, apresenta atividade de amplo espectro contra
espécies de fungos, mas seu uso ¢ limitado, pois a maioria dos medicamentos esta em fase de
testes e precisa ser aprovada por agéncias mundiais. Os medicamentos do grupo azolico inibem
as enzimas 14a-lanosterol desmetilase, causando um distlrbio na biossintese do ergosterol, um
componente significativo da membrana celular. Como resultado, as células fingicas sofrem
esgotamento de ergosterol e acimulo de ester6is 14-metilados toxicos, levando a lise e morte
celular. Os azois apresentam atividade fungicida e fungistatica contra fungos dos géneros
Candida, Cryptococcus, Coccidioides, Aspergillus (RABAAN et al., 2023).

O primeiro polieno antifingico fungicida, mais tarde chamado de nistatina, foi
descoberto em 1949. Mais de 200 polienos como antibidticos especificos para fungos foram
descobertos e usados para tratar infecgdes fungicas em humanos. Esses agentes antifingicos
apresentam atividade fungicida contra numerosas espécies dos géneros Aspergillus, Candida ¢
Cryptococcus. Geralmente, os polienos possuem uma estrutura de anel macrolactona com
nucleo heptaeno ou policetideo ciclico (20—40 atomos de carbono incluindo 3-8 ligagdes duplas
conjugadas) e sao produzidos pela bactéria Gram-positiva Streptomyces nodosus. Com base nas
ligacdes duplas conjugadas, os polienos sdo caracterizados como trienos, tetraenos, pentaenos,
hexaenos, heptaenos, etc (RABAAN et al., 2023). Foram identificados aproximadamente seis
polienos que poderiam ser usados para terapia antifingica: anfotericina B, nistatina, natamicina

(também chamada pimaricina), candicidina, tricomicina e metil partricina. Estes agentes
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antifingicos exibem dois modos de acdo diferentes contra os fungos, (i) os polienos
incorporam-se na bicamada lipidica do fungo e ligam-se a molécula de ergosterol, resultando
na formacdo de poros na parede celular do fungo e extravazamento de ions essenciais (K-,
Mg2+, Ca2+ e Cl-) e moléculas de energia (glicose), levando a morte das células fingicas; (ii)
os polienos instigam a producao e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em fungos,
o que causa danos substanciais a proteinas fingicas, as mitocondrias, @ membrana celular e ao
DNA. Outro modo de agdo do polieno ¢ a extracdo ou adsor¢do de ergosterol da membrana,
levando a desestabilizagdo da membrana e ao disturbio da fun¢do da proteina da membrana
(RABAAN et al., 2023).

Os fungos patogénicos respondem eficazmente a esses agentes antifiungicos disponiveis.
Ainda assim, com o uso prolongado dessas drogas e devido a alguns fatores externos, pode
ocorrer a selecdo de linhagens resistentes, resultando em nenhuma melhora no individuo
infectado mesmo apods o tratamento. Outros fatores, como sistema imunologico defeituoso do
hospedeiro, baixa atividade antifiingica e caracteristicas fungicas especificas, como tolerancia
e resisténcia antifingica, também foram elucidados como fatores criticos na promoc¢do da
resisténcia aos medicamentos antifingicos ou na falha do tratamento antifingico (RABAAN et
al., 2023). Estudos recentes estabeleceram que os fungos patogénicos adquiriram varios
mecanismos adaptativos para alcangar resisténcia aos medicamentos antifiingicos, como
alteracdo do local alvo do medicamento, superexpressdao do alvo, regulagdo positiva dos
transportadores multidrogas, formacao de biofilme, permeabilidade celular e resposta ao
estresse (RABAAN et al., 2023).

Ao analisar as diferentes amostras isoladas pelo setor de Micologia do LSC constatou-
se que cerca de 70% dos exames solicitados pelos médicos dermatologistas sdo para diagndstico
de micoses cutaneas. A faixa etdria dos pacientes mais atendidos no LSC foi de 27 a 61 anos

com média de 44 anos e predominancia do sexo feminino e isso pode ser explicado pelo fato
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das mulheres se preocuparem mais com a aparéncia e procurarem atendimento dermatologico
mais frequentemente. A faixa etaria mais frequente no LSC, 57- 80 anos, mostra que idosos
tem maior acometimento de infec¢des fingicas e quando associados a comorbidades tais como
a diabetes, psoriase, liquen plano, cancer ou outras condi¢des pré-disponentes como a exposi¢ao
a umidade frequente, convivéncia com animais de estimacao, uso de sapato fechado, tabagismo
e traumas podem facilitar o contdgio e fazer a prevaléncia das infecgdes micoticas aumentar.

Quanto ao sitio anatdomico da lesdo, o estudo demonstrou que as unhas tiveram maior
frequéncia, 90 amostras (67,66%), sendo que as unhas dos pés foram os locais mais acometidos,
totalizando 79 amostras (59,39%) com envolvimento especialmente dos halux direito e
esquerdo, com prevaléncia do direito e as unhas das maos corresponderam a 11 amostras
(8.27%). Na regido dos pés obtivemos 17 amostras (12,78%), a regido do tronco, cervical,
lombar, etc totalizaram 12 amostras (9,02%), 03 amostras da regido da virilha (2,25%), 01
amostra do couro cabeludo (0,75%), 01 amostra da coxa (0,75%) e outras 09 amostras de
diferentes locais da pele (axila, brago, cotovelo, etc) compreendendo 6,79%.

No presente estudo foram realizados 132 EMD, com 90 positivos correspondendo a
68,18% e a prevaléncia de positividade nos homens foi de 58,88% enquanto nas mulheres foi
de 41,11%. Foram realizadas 112 culturas fingicas com 76 positivas (67,85%), sendo que os
homens tiveram 75,67% de positividade enquanto as mulheres tiveram 65,82%. A literatura
indica que a taxa de positividade do KOH varia entre 35,6% e 88,6%, e a taxa de positividade
da cultura entre 36% e 53,6% (TAHILIANI, ef al.,2021), corroborando com os dados obtidos
em nosso estudo.

As unhas dos pés foram acometidas por dermatoéfitos na frequéncia de 57,44%, seguido
por leveduras em 21,27% e fungos filamentosos ndo dermatéfitos (FFND) em 8,51%, enquanto
nas unhas das maos as leveduras do género Candida tiveram a prevaléncia de 66,66% e os

fungos filamentosos ndo dermatéfitos de 33,33%. Ainda, ndo houve crescimento de
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dermatéfitos nas amostras provenientes de unhas das maos. Entretanto, na tinea pedis, os
dermatéfitos tiveram prevaléncia de 82,35%. Outros grupos de pesquisa relataram frequéncias
semelhantes (BRITO et al., 2023). Dentre as infecgdes fingicas que acometem as unhas, quase
50% sao causadas por dermatofitos. Estima-se que a tinea pedis esteja presente em 30 a 70%
da populagdo mundial. A condicdo ¢ causada principalmente por 7. rubrum, T. mentagrophytes
var. interdigitale e Epidermophyton floccosum (PETRUCELLI et al., 2020).

No presente estudo, entre os dermatoéfitos identificados, 7. rubrum foi o agente
etiologico com maior frequéncia (61,90%) seguido de 7. mentagrophytes (26,19%),
Trichophyton spp. (7,14%) e M. canis (4,76%), corroborando com outros estudos regionais que
relatam frequéncias semelhantes (SANGUINO; JARROS; NEGRI, 2019; BRITO et al., 2023).
Além disso, observou-se também nesse trabalho que os fungos dermatoéfitos tiveram maior
prevaléncia nos homens (54,76%) que nas mulheres (45,23%) e esses resultados também foram
vistos por outros autores (PETRUCELLI et al., 2020).

Nesse estudo, em 03 pacientes (13,16 e 25), foram realizadas novas coletas de amostras
com repeticdo dos EMD e da CF e espécies de Candida, FFND e dermatofitos tiveram
crescimento como agentes de infec¢do e/ou colonizagao dos sitios anatdmicos e iSso mostra a
importancia da recoleta na recuperacao do provavel agente causador da dermatomicose. Os
fungos dermato6fitos sdao considerados patogénicos, no entanto, os FFND podem ser
considerados agentes colonizadores e, portanto, contaminantes, e o resultado da cultura quando
repetida reduz essa probabilidade (SANGUINO; JARROS; NEGRI, 2019).

Nas regides anatdmicas do tronco, cervical e lombar, o EMD detectou positividade para
a levedura Malassezia em 66,66% dos pacientes com predominio de 62,5% nos homens. Esses
achados podem estar relacionados a maior secre¢ao das glandulas sebaceas no sexo masculino
(KHODADADI et al., 2021). Entretanto, para apenas 01 paciente foi solicitada a cultura e isso

pode ser correlacionado a casos clinicos mais complexos para analise da viabilidade fingica
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quando ndo hé melhora do quadro clinico (OLIVEIRA et al., 2023). A Pitiriase versicolor,
dermatomicose muito difundida em todo mundo ¢ causada por espécies de Malassezia. Os
dermatologistas habitualmente nio solicitam a cultura de fungos para esse diagndstico. Por se
tratar de fungo lipofilico, de dificil recuperagdo laboratorial nos meios de cultivo habituais no
LSC enriquece-se o ASD e AM com 1% de azeite de oliva esterelizado para favorecer o
crescimento das espécies (LACAZ et al., 2002). As espécies de Malassezia spp. sdo da
microbiota da pele humana. Identificar a levedura Malassezia em nivel de espécie ndo tem
muito valor para definir o tratamento (KHODADADI et al., 2021).

Em pacientes com suspeita de micoses cutaneas associadas ao Eritrasma, infeccao
bacteriana causada por Corynebacterium minutissimum, o0s especialistas solicitaram
concomitantemente ao EMD e/ou CF a pesquisa dessa bactéria pela bacterioscopia ao Gram e
nesse estudo tivemos 04 solicitagdes com 02 casos positivos, 01 associado a 7. rubrum e 01 a
Candida pelliculosa (03, 62), ambos homens e detectados na regido da virilha. Véarios fatores
aumentam a predisposi¢do ao eritrasma, como regido geografica, hiperidratacdo, falta de
higiene, diabetes, idade avangada e obesidade. O eritrasma ¢ uma condigdo comum e pode ser
diagnosticado erroneamente com tinea cruris, PV e candidiase (KHODADADI et al., 2021).
Foram visualizados a presenca dos bacilos Gram positivos, difterdides, irregulares e
filamentosos sugestivos da espécie (LACAZ et al., 2002). As outras solicitacdes foram na
regiao anatdmica da axila e estavam negativos.

Todos os fungos dermatofitos do nosso estudo que foram testados com antifungicos
apresentaram CIM < 0,06 ng/mL de Itraconazol (intervalo de 0,03 — 16 ug/mL), CIM <2 pg/mL
de Fluconazol (intervalo de 0,125 — 64 pg/mL) e CIM < 0,015 pg/mL de Terbinafina (intervalo
de 0,015 — 8 pg/mL). A auséncia de pontos de corte da CIM para categorizar o isolado como
suscetivel, intermediario ou resistente a um agente antifiingico ¢ uma limita¢do da técnica.

Entretanto, corroboramos os resultados com a melhora clinica apresentada por 41% dos
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pacientes que fizeram adesdo ao tratamento, principalmete usando o itraconazol ou a
terbinafina, associados ou ndo a antifingicos tdpicos. A terbinafina, um agente antifingico do
grupo das alilaminas, ¢ fungicida. Por outro lado, itraconazol e fluconazol sdo fungistaticos e
tém mais efeitos colaterais potenciais e interacdes medicamentosas do que a terbinafina
(LEUNG et al., 2020). Avaliando os efeitos de medicamentos antifiingicos orais para o
tratamento de onicomicose descobriu-se que a terbinafina leva a melhores taxas de cura clinica
e micologica do que outros tratamentos (LEUNG et al., 2020). Antifingicos orais, quando
usados em combinacdo com antifiingicos topicos, aumentam a taxa de cura. Agentes
antifungicos topicos comumente usados incluem efinaconazol (Jublia, Clenafin) (solucao de
unha a 10%), tavaborole (Kerydin) (solu¢do de unha a 5%), ciclopirox (Ciclodan, Penlac,
Loprox) (8% de esmalte ou hidrolaca), amorolfina (Curanail, Loceryl, Locetar, Odenil), (5% de
verniz para unhas) e terbinafina (Lamisil) (solu¢cdo para unhas a 10%) (LEUNG et al., 2020).
Além disso, sdo necessarios estudos de testes de suscetibilidade a antifingicos com outras
moléculas, como o ciclopirox. (TAHILIANI et al., 2021).

Em relagao ao AFST para as espécies de Candida, a maioria dos isolados apresentaram
CIM <2 pg/mL de Itraconazol (intervalo de 0,03 — 16 ug/mL), exceto 01 isolado de C. albicans
com CIM = 16 pg/mL. Para o Fluconazol (intervalo de 0,125 — 64 pg/mL) a maioria das
espécies apresentou CIM < 2 pg/mL, com isolados de C. albicans e C. guillermondii
apresentando CIM = 8 pg/mL. Todas as espécies testadas para a Nistatina (intervalo de 0,02 —
15 pg/mL) apresentaram CIM < 3,75 pg/mL. O padrao de suscetibilidade de varias espécies de
Candida também pode variar dependendo da exposi¢do prévia a medicamentos antifiingicos,
estado de saude do paciente afetado, local de isolamento e localizacdo geografica
(NISHIMOTO; SHARMA; ROGERS, 2020).

De acordo com as diretrizes de interpretagdo dos AFST in vitro do CLSI para as espécies

de Candida (Norma Aprovada M27 — A2), a resisténcia ao Fluconazol ¢ definida como valores
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MIC > 8 pg/mL para C. albicans e para outras espécies a CIM > 64 pg/mL. Para o Itraconazol
os valores para a definicdo de resisténcia da CIM ¢ > 1 ug/mL e C. albicans apresentou
resultado acima do valor de corte (CIM =16 pg/mL). Embora a resisténcia aos azdis de isolados
virgens de C. albicans seja rara, um aumento constante nos relatos de resisténcia aos azois,
resultando em falhas terapéuticas, tem sido motivo de séria preocupacao clinica (NISHIMOTO;
SHARMA; ROGERS, 2020).

O teste de suscetibilidade in vitro de leveduras e bolores ajuda ndo apenas na sele¢do do
agente antifiingico mais clinicamente ativo, mas também na detec¢@o de taxas de resisténcia. O
CLSI e o EUCAST desenvolveram métodos de referéncia para detectar a resisténcia in vitro de
leveduras e bolores contra varios agentes antifungicos (NISHIMOTO; SHARMA; ROGERS,
2020). A resisténcia pode ser classificada como microbioldgica ou clinica. A resisténcia
microbiologica ocorre quando a concentracdo de agente antifiingico necessaria para inibir o
crescimento do patdégeno ¢ maior do que a faixa observada para as cepas devido a presenca de
mecanismos de resisténcia mutacionais evoluidos ou inatos. A resisténcia clinica, por outro
lado, ¢ denotada pela falha terapéutica, apesar da administragdo de doses adequadas do
antifingico (NISHIMOTO; SHARMA; ROGERS, 2020).

Efeitos mistos na expressao do transportador PDR (Pleiotropic Drug Resistance) € na
estabilizacgdo do mRNA foram previamente caracterizados em isolados de C. albicans
resistentes a azois. Em qualquer caso, ¢ importante notar que a superexpressdo de
transportadores de efluxo de multiplas drogas interfere na homeostase celular geral,
provavelmente por interferir com metabolitos intracelulares adequados. Portanto, s6 surge apos
uma forte selecio na presenca de agentes antifingicos (OSSET-TRENOR; PASCUAL-
AHUIR; PROFT, 2023).

Viarios medicamentos antifingicos (azois, equinocandinas) tém como alvo direto

enzimas essenciais especificas do patdégeno, como Ergl1/Cyp51, Fksl, Gwtl ou DHODH.
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Portanto, alteracdes conformacionais na enzima-alvo causadas por mutagdes que levam ao
decréscimo no reconhecimento da droga, mantendo a atividade enzimatica suficiente, sdo
possiveis fontes de resisténcia adquirida. Mutagdes no gene ERG11(CYP51) sdo um mecanismo
comum de resisténcia a azois em Candida albicans, alterando a inibi¢do da enzima lanosterol
demetilase (OSSET-TRENOR; PASCUAL-AHUIR; PROFT, 2023). O efeito dessas mutagdes,
mais de 140 descritas até o momento, ndo ¢ uniforme e provavelmente ¢ o resultado de uma
reducdo geral da afinidade de ligagcdo de azol a enzima mutante. A documentacdo de novas
mutagdes ERG11 em isolados clinicos resistentes a azois continua a aparecer, mas nem todas
as mutagdes documentadas foram definitivamente demonstradas como ligadas a resisténcia a
az6is (OSSET-TRENOR; PASCUAL-AHUIR; PROFT, 2023).

Testes de suscetibilidade antifingica sdo realizados para fungos que causam doengas,
especialmente quando as infec¢des sdo invasivas, recidivantes ou com falha na terapia, quando
a resisténcia inerente ou adquirida ¢ uma possibilidade, ou quando a suscetibilidade ndo pode
ser prevista com seguranca apenas pela identificacdo da espécie. O AFST também ¢ importante
na vigilancia da resisténcia, em estudos epidemioldgicos e para comparacao da atividade in
vitro de agentes novos e existentes (ARENDRUP et al., 2021). Os AFST sao considerados um
procedimento especializado e esta disponivel apenas em alguns laboratérios. As infecgdes
fingicas sdo, portanto, comumente tratadas sem recurso a testes de suscetibilidade antifingica,
seja na pratica médica geral ou dermatologica. Isso tem sido costume e pratica ha muitos anos,
apesar do fato da falha do tratamento antifiingico ser encontrada regularmente, particularmente
no manejo da onicomicose, na qual a falha do tratamento geralmente esta ligada a outros fatores,
como ma penetracao do medicamento na lamina ungueal infectada, ma adesdo ou metabolismo
alterado do farmaco devido a terapias concomitantes (KHAN; HAY; SAUNTE, 2022).

As infecgdes fingicas dermatologicas sdo comumente mal interpretadas como um

problema cosmético, mas se ndo tratadas podem causar dor, comprometimento fisico e



80

emocional. Recentemente, a OMS publicou uma lista de patdégenos fingicos prioritarios
causadores de infec¢des sistémicas invasivas, neste relatorio, eles sugerem que relatdrios
futuros incluam aqueles que causam dermatomicoses, destacando o impacto econdomico ¢ de

satde dos mesmos (POWELL et al., 2023).

7. CONCLUSOES

Montes Claros é a maior cidade do norte de Minas Gerais, encontra-se em constante
desenvolvimento favorecendo a migragao de pessoas de diferentes origens para a regido ¢ isso
pode implicar na epidemiologia das infeccdes fungicas. Os resultados do presente estudo
permitiram o conhecimento da epidemiologia das micoses cutaneas na regido, a distribuicao
dos agentes etiologicos e os padrdes de suscetibilidade aos antifiingicos. A pesquisa evidenciou
que as micoses cutaneas estao entre as infecgdes flingicas mais solicitadas e, portanto, de maior
ocorréncia no LSC, sendo as unhas a drea mais afetada e os fungos dermatofitos, 7. rubrum, T.
mentagrophytes os mais prevalentes seguidos dos fungos leveduriformes e FFND.

O resultado desse estudo mostrou que a maioria dos participantes (>80%) possuia
convénio médico diferente do Sistema Unico de Satide (SUS), que representou apenas 9,63%,
e por isso o estudo pode ndo ser totalmente representativo da populagdo. Em muitos casos, a
demora em consultar-se com especialista pode aumentar o uso indiscriminado de antifiingicos
e o tempo de infec¢do, dificultando o diagnostico e o tratamento das infecgdes fungicas,
constituindo um importante problema de satde publica com grande impacto na saude e bem
estar dos pacientes.

Nesse estudo observamos que os antifingicos mais prescritos pelos médicos foram a
terbinafina e o itraconazol usados isolados ou associados ao Loceryl (almorolfina) ou
Ciclopirox Olamina nas onicomicoses. O Cetoconazol foi bastante indicado no tratamento da

pitiriase versicolor de forma topica ou oral associados ao uso do Hipossulfito de soédio a 40%.
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Entre os pacientes que tiveram cultura positiva para dermat6fitos os dados de acompanhamento
mostraram que 41% aderiram ao tratamento médico e tiveram mehora clinica. Esses pacientes
responderam a terapia com terbinafina ou itraconazol apresentando melhora clinica do quadro
depois de 2 ou 3 semanas de tratamento. Observou-se também que os resultados devem ser
analisados observando que 20,50% desses pacientes faziam uso tdpico e/ou oral de antifingicos
no momento da coleta, o que pode ter contribuido para aumentar o percentual de culturas
negativas caracterizando resultados falsamente negativos.

Observamos ainda um decréscimo no nimero de pacientes infantis com tinea capitis
durante e apos a pandemia do Covid 19. Entretanto, durante a realizacdo da pesquisa foram
registrados 4 casos cujo agente causador foi M. canis, embora somente em um deles foi
autorizada a participagdo na pesquisa. Tivemos também durante a pesquisa um caso de
Trichosporon beigelli isolado de pelo com a presenca de estruturas caracteristicas de piedra
branca em que também nao foi autorizada a participagdo na pesquisa.

Esse trabalho permitiu ao LSC estabelecer metodologias de trabalho adequadas desde a
coleta das diferentes amostras biologicas até¢ a identificagdo dos agentes etioldgicos, criar
documentos contendo os POPs e capacitar profissionais que possam manter o padrdo de
qualidade estabelecido nos processos técnicos laboratoriais. E finalmente, esse trabalho
mostrou que o LSC, ao implementar melhorias e atualizagdes no servigo prestado, pode
proporcionar ao profissional médico importante ferramenta de diagnostico para auxilio no
tratamento dos seus pacientes além de apresentar dados que possam nortear na regiao, condutas

na prevengao das infecgdes fungicas e das resisténcias emergentes.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O
PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE
DE MONTES CLAROS - MG

Pesquisador: Nalu T A Peres

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 60910722.7.0000.5149

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.759.082

Apresentagao do Projeto:

O projeto tem como objetivo atualizar e o aperfeigoar todas as etapas do diagndstico laboratorial dos exames
micologicos desde a coleta até o isolamento e identificagdo dos agentes etioldgicos causadores dasmicoses
cutaneas no Laboratério Santa Clara em Montes Claros, MG. Antes da coleta das amostras os procedimentos
operacionais (POPs) de coleta de amostras, exame micolégico e cultura de fungos seréo revisados e sera
realizado treinamentos com os profissionais da coleta de amostras e setor técnico para queatualizem a
metodologia e consigam preencher adequadamente formularios criados para registro das informagdes
coletadas no momento da entrevista com os pacientes. As amostras coletadas serdo submetidas ao exame
micoldgico direto e ao cultivo e também serdo coletadas as informacdes registradas nas descrigdes dos casos
clinicos nos pedidos médicos dos exames. Além disso, também serdo registradas caracteristicas relevantes
diante da observacéo visual da lesao no momento da coleta. Entre as informacgdesque se pretende coletar
estdo o tempo e aparéncia da lesdo, uso de medicamento tépico ou oral, realizacdo de exames anteriores,
entre outras. Os pesquisadores irdo visitar os principais médicos solicitantes que, em caso de estabelecimento
de parceria no desenvolvimento do trabalho, repassarao informagdes adicionais sobre o uso dos antifungicos,
feedback da adesao ao tratamento e resposta clinica, bem como tratamentos anteriores.

Analises laboratoriais: O exame micologico direto das amostras coletadas é feito por microscopia
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direta. Para a realizagdo da cultura para fungos os meios de cultivo serdo preparados no setor de
Microbiologia/Micologia, utilizando os meios de cultura Sabouraud, preparados de acordo com a orientagéo do
fabricante. A identificacdo das espécies fungicas sera realizada pela analise macroscépica das colOnias
(aspecto, textura, pigmentagéo e coloragao da colénia e do reverso) e analise microscopica direta da colonia
ou pela técnica do microcultivo em lamina quando necessario (Técnica de Ridell) para fungos filamentosos
(dermatdfitos e ndo dermatdfitos) e leveduras. Apds incubagéo a temperatura ambiente por 48 a 72 horas,
as laminulas séo retiradas e observadas sob coloragdo com azul de algodao e visualizadas ao microscopio
para verificagdo das estruturas de reprodugdo, anadlise da presenga de hifas, pseudohifas, formato e
disposicbes dos blastoconideos, etc. Apds a identificagdo das espécies encontradas realizar-se-a o
antifungigrama dos isolados pela técnica de microdiluicao em caldo para estabelecer a concentragéo inibitéria
minima (CIM). Com os registros dos resultados das etapas anteriores realizaremos as analises estatisticas
dos dados obtidos com elaboragéo de planilhas para apresentagao dos resultados do estudo epidemioldgico
local.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: “O Objetivo geral deste projeto é atualizar as etapas do diagndstico laboratorial em
Micologia e conhecer o perfil epidemiolégico dos agentes causadores de micoses cutidneas em pacientes
atendidos no Laboratorio Santa Clara, na cidade de Montes Claros-MG.”

Objetivo Secundario: “Os objetivos especificos sao: - Revisar as técnicas laboratoriais de coleta das diferentes
amostras clinicas, do cultivo e identificacdo das espécies fungicas causadoras de micoses cutaneas. -
Atualizar os Procedimentos Operacionias Padrao (POPs) e implementar melhoria dos exames micoldgicos
dentro dos paradmetros de qualidade. - Treinar equipes de coletas e colaboradores técnicos nas atualizagbes
dos procedimentos operacionais. - Isolar e identificar os agentes de micoses cutaneas. - Determinar o perfil
de susceptibilidade aos antifungicos fluconazol, itraconazol, terbinafina e griseofulvina para os dermatdfitos,
além da nistatina para as espécies de Candida. - Estabelecer o perfil epidemiolégico das espécies e
correlacionar com idade, género, ocupacao, diabetes, psoriase, fumantes, condigbes sécio- econdmicas, etc.
- Acompanhar a resposta clinica aos tratamentos.”.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios informados pelos pesquisadores no TCLE séo:
Riscos: “No momento da coleta, os riscos de ferimento sdo minimos, mas pode acontecer no
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momento da raspagem do material ou durante o uso do alicate e serdo minimizados por compressao e se
necessario sera realizado um curativo para manter o ferimento limpo e protegido.” e “Se se sentir
desconfortavel o Sr(a) podera pausar o preenchimento, ndo responder ou desistir da participagao na pesquisa
sem qualquer prejuizo.”

Beneficios: “Essa pesquisa gerara resultados que demonstrardo a prevaléncia das micoses cuténeas
regionais correlacionadas com caracteristicas relacionadas a ocupacgao, estilo de vida, uso de medicamentos
e outros aspectos que, relacionados a prevaléncia dessas micoses, permitirdo melhor atendimento aos
pacientes e exames que permitam auxiliar no diagndstico e tratamento médico das infecgbes fungicas
contribuindo assim para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo importante e com o mérito cientifico aprovado pelo Departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. De acordo com os pesquisadores, a metodologia proposta
proporciona baixo grau de risco aos participantes e, desse modo, analisando os riscos-beneficios relatados
no projeto, ndo foram observados motivos que impegam sua realizagao.

Segundo os pesquisadores havera uso de fontes secundarias de dados: “Serdo coletadas informagdes
registradas nas descrigcbes dos casos clinicos nos pedidos médicos dos exames. Entre os dados que se
espera coletar estdo o tempo e aparéncia da lesao, uso de medicamento tdpico ou oral, realizagao de exames
anteriores. Também realizaremos visita aos principais médicos solicitantes que, em caso de estabelecimento
de parceria no desenvolvimento do trabalho, nos possibilitardo obter informacdes adicionaissobre o uso dos

antifungicos, feedback da adeséo ao tratamento e resposta clinica, bem como tratamentos anteriores.’

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgao obrigatéria:
- O TCLE e TALE devera ser modificado para atender a Resolugéo 466/2012.

- Os demais termos encaminhados pelos pesquisadores estdo adequados.
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Recomendagoes:

No TCLE dos pais ou responsaveis:

- Os pesquisadores devem informar aos participantes no TCLE a possibilidade do seu médico ser procurado
para colaborar na pesquisa, repassando informagdes sobre o caso clinico e tratamento (semelhante ao
realizado nos outros TCLEs).

No TALE:
- Informar ao participante que, caso ele concorde, podera ser realizado o registro fotografico das lesées
(semelhante aos outros TCLEs). Esse assunto n&o foi mencionado no TALE.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Na condigdo dos pesquisadores atenderem as recomendacdes presente neste parecer, somos, s.m.j. dos
demais membros do CEP-UFMG, favoraveis a aprovagéo do projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagao vigente (Resolugdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos Pesquisadores:
comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda naPlataforma Brasil,
informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa (via
documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagao relatérios parciais do andamento do
mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um sumario dos
resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 07/11/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1958261.pdf 11:07:04
Outros Termoautorizacaousodeimagens.pdf 01/11 8 ﬁ‘ZgZZ Nalu T A Peres Aceito

:04:37
TCLE / Termos de | TCLEresponsavelpormenor.pdf 07/11/2022 | Nalu T A Peres Aceito
Assentimento / 11:03:31
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEfuncionario.pdf 07/11/2022 | Nalu T A Peres Aceito
Assentimento / 11:03:04
Justificativa de
Auséncia
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TCLE / Termos de | TCLEMedico.pdf 07/11/2022 | Nalu T A Peres Aceito
Assentimento / 11:02:38
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de | TCLE.pdf 07711/2022 |Nalu T A Peres Aceito
Assentimento / 11:00:20
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TALE12a17anos.pdf 07/11/2022 | Nalu T A Peres Aceito
Assentimento / 10:59:35
Justificativa de
Auséncia
Outros Cartarespostapendencias.pdf 0%1 8/22832 Nalu T A Peres Aceito
Outros QuestionarioMicoses.pdf 0%1 g/722$2 Nalu T A Peres Aceito
TCLE / Termos de | TCLEParticipante.pdf 05/10/2022 | Nalu T A Peres Aceito
Assentimento / 19:57:15
Justificativa de
Auséncia
Declaragao de Participacaoinstituicao.pdf 05/10/2022 | Nalu T A Peres Aceito
Instituicao e 19:55:31
Infraestrutura
Declaracao de Biorrepositorio.pdf 05/10/2022 | Nalu T A Peres Aceito
Manuseio Material 19:53:01
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
Outros Aprovacao.pdf 2613/101/12232 Nalu T A Peres Aceito
Outros Parecer.pdf 25/07/2022 | Nalu T A Peres Aceito
11:40:29
Projeto Detalhado / | ProjetoMC.pdf 22/07/2022 | Nalu T A Peres Aceito
Brochura 13:35:23
Investigador
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 2%0;/222?2 Nalu T A Peres Aceito

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderego: Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 ¢, 2°. Andar ¢, Sala 2005 4 Campus Pampulha
Bairro: Unidade Administrativa Il

UF: MG

Telefone: (31)3409-4592

Municipio:

BELO HORIZONTE

CEP: 31.270-901

E-mail:

coep@prpg.ufmg.br

Pagina 05 de 06




UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %oﬁl

Continuagao do Parecer: 5.759.082

BELO HORIZONTE, 16 de Novembro de 2022

Assinado por:
Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador(a))
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[ANEXO
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Laboratorio
Santa Clara

Coleta de amostras para exames Micologicos

(Exame micologico direto e cultura para fungos)

Amostras: pele, pelo e unhas:

A coleta adequada da amostra aumenta a positividade e seguranga dos exames
micologicos e a completa descricdo da lesdo fornece informagdes adicionais que auxilia
a area técnica na realizacdo dos exames e correlacdo de dados e por isso recomendamos
que:

Pele:

- No dia da coleta o paciente pode tomar banho normalmente.

- Seguir sempre a orientagao médica.

- O paciente nao devera estar em uso de medicamento antifingico oral por 15 dias ou
topico por 7 dias antes da coleta.

- Evitar o uso de cremes hidratantes, pomadas, protetor solar ou qualquer outro produto
oleoso no dia do exame, pois dificulta a detecg¢do das estruturas fingicas.

- Lavar e secar os pés no dia da coleta e ir ao laboratério com calgado fechado.

- Pode ser usado o alcool a 70% para realizacdo da antissepsia em lesoes de pele integra.

Coleta: As amostras de lesoes de pele como escamas ou crostas, devem ser coletadas com
a borda da lamina de vidro nova ou com a ldmina de bisturi descartavel. Deve-se coletar
raspando em varios pontos da lesdo, procurando as bordas das lesdes mais recentes onde
o fungo se encontra em crescimento ativo e fazer com que a amostra seja depositada numa
placa de Petri procurando obter o maximo de material possivel. Nos casos em que nao ha
escamas aparentes, procura-se raspar bem o local e ap6s umedecer um swab em soro
fisiologico estéril passar no local raspado e lavar em salina estéril.

Lesoes vesiculosas e purulentas:

Nas lesoes cutaneas com vesiculas integras (bolhas pequenas) e pustulas (bolhas
pequenas inflamadas com pus) pode pressionar com o proprio swab ou usa-lo apos
perfuracdo com bisturi (lanceta), recolhendo a amostra em tubo contendo salina estéril.
O fragmento das vesiculas (pele que cobre as vesiculas) deve ser retirado com pinga ou
swab e colocado na placa de Petri ou em solugao salina.

Se o paciente tiver “frieira” (lesdo umida) entre os dedos dos pés, coletar a amostra
com swab acondicionando o material coletado em tubo com salina.

Nas lesdes inguinais, inguino-crurais ou axilares, como sdo regides de dobras,
geralmente encontram-se imidas, fazendo-se necessaria a assepsia com alcool a 70%.
Deixar a regido secar um pouco e tentar raspar a pele. Coletar com swab e colocar
também em salina.

1
1
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Unbhas:

- Retirar o esmalte da unha 2 dias a 3 dias antes da coleta;

- Pode lavar as maos normalmente com agua e sabao neutro mas nio se deve cortar,
limpar ou pintar as unhas antes da coleta. Caso a unha esteja curta o paciente devera
aguardar 15 dias para o retorno ao laboratdério, sem mexer nas unhas.

- Unhas extraidas por processos cirirgicos ou mesmo com residuos medicamentosos ou
de esmalte sdo consideradas amostras inadequadas para o exame micologico

- As regides de onde vao ser coletadas as amostras devem ser limpas preferencialmente
com alcool a 70%, para eliminar contaminantes bacterianos superficiais.

- Os fragmentos das unhas alteradas podem ser colhidos com o auxilio de um alicate
esterilizado. Verificar se ha comprometimento das areas periungueal e subungueal e
coletar também desses locais. O material pode ser retirado cuidadosamente com a ponta
do bisturi (lanceta) ou com o proprio alicate estéril. Cuidadosamente raspar a por¢ao
externa até obter material de areas profundas.

- Em casos de paroniquia (lesdes na regido da cuticula), colhem-se as escamas e, se
possivel, o pus, com um swab.

- Se as lesdes sdo manchas esbranquicadas na superficie da unha, raspar por cima com
bisturi, removendo as escamas em placa de Petri.

ONICOMICOSE

Dista Proximal

9 )

www mdsaude com

Superficial
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subungueal.
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Couro cabeludo e pelos:

- Nao lavar o couro cabeludo ou regido da barba no dia da coleta nem usar 6leos ou
outras substancias oleosas no local nos 3 dias que antecedem a coleta;

As amostras de lesdes no couro cabeludo devem ser obtidas através da raspagem do
local de alopecia, amostras das lesdes descamativas e granulomatosas devem ser
colocadas diretamente na placa de Petri. Raspam-se as escamas com ladmina nova. A
amostra deve conter tocos de cabelo e as escamas de pele. Os cabelos da area também
podem ser puxados com pinga (os cabelos infectados sdo facilmente removiveis).

Para pesquisa de Piedra a lesdo ¢ ao longo do cabelo ou pelo e apresenta pequenos
nddulos, por isso devem ser cortados com tesoura limpa e acondicionados em placas de
Petri.

Ouvido e orelhas:

As infecgdes fungicas de ouvido sdo geralmente secas, exceto quanto associadas a
infecgOes bacterianas.

A raspagem do material descamativo ¢ sempre melhor para o diagndstico laboratorial,
embora o swab também possa ser usado. Umedecer um swab com salina estéril e colher
material do conduto auditivo externo e médio. Material advindo do conduto auditivo
interno ¢ coletado pelo médico.

Material de origem Ocular ( tlcera ou lesdo de cornea, humor vitreo, lentes de
contato):

Deve ser solicitado meios de culturas ao laboratorio e o material retirado das areas de
ulceracdes e supuracdes pelo oftalmologista deve ser inoculado imediatamente nos
meios especificos e encaminhado ao laboratorio/setor de Microbiologia;

O médico pode solicitar cultura de lentes de contato e, portanto, esse material ¢
entregue ao laboratdrio pelo paciente e ele deve ser informado que a lente sera usada
para a realiza¢ao do exame e portanto, ndo sera devolvido. As secre¢des da parte interna
da palpebra inferior (desconsiderar secrecdes superficiais) sao coletadas com swab
umedecido em salina estéril e colocado em meio de Stuart.

Escarro: Colher preferencialmente pela manha em jejum, apds higiene bucal com agua.
Fazer inspiracdes profundas e tossir varias vezes até obter o escarro do fundo do peito e
depositar em frasco limpo de boca larga.

Liquidos Corporais (Liquido Cefalorraquidiano (Liquor), Liquido Pleural, Liquido
Pericardico, Liquido Ascitico, Liquido Sinovial, etc.): Sdo coletados por profissionais
médicos especializados e encaminhados para o laboratorio/setor de Microbiologia apds o
cadastro.

Sangue: Coletar sangue venoso apds antissepsia com alcool a 70% utilizando heparina
como anticoagulante.

Amostras subcutianeas (Suspeita de Esporotricose, Micetoma, Cromoblastomicose,
etc, fazer contato prévio com o setor de Microbiologia e preferencialmente deve ser
coletado na unidade matriz sob orientacio):



Preferencialmente a coleta deve anteceder o uso de antifingico topico ou sistémico.
Limpar a regido da lesdo aberta com solugdo salina (soro fisiolégico) e gaze. Raspar e
escarificar as lesdes crostosas ou verrucosas com lamina de bisturi e colocar em placa
de Petri ou em solugdo fisiologica.

Aspirado do pus e/ou biopsia (coletados pelo médico), sdo mais apropriados para o
exame. O pus pode ser coletado assepticamente de abscessos ndo drenados com uma
agulha estéril e seringa por profissional médico especializado. Nas lesoes ulceradas,
caso o material tenha que ser colhido com swab (o que ndo é recomendado), deve ser
retirado da parte mais profunda da lesdo, evitando encostar nas bordas e na pele
adjacente.

Graos e pontos negros visiveis na lesdo e no pus, devem ser coletados e depositados
nos tubos com soro fisiologico.

Notas Importantes!!! Conferir adequadamente o local especificado do sitio da
coleta. Atencao: Fazer a completa identificacio de cada amostra/sitio coletado.

Fragmento de tecido (bidpsia): deve ser encaminhado ao laboratorio em frasco com
salina estéril (NUNCA em formol).

Transporte de raspados e amostras secas: placa de Petri estéril vedada em envelope
junto com a soluc¢do salina a temperatura ambiente.

Referéncias Bibliograficas:

BRASIL. Ministério da Satde. Microbiologia Clinica para o Controle de Infec¢ao
Relacionada a Assisténcia a Saude. Modulo 8: Deteccao e Identificacao dos Fungos de
Importancia Médica/ Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Brasilia: Anvisa, 2013.

https://www.saude.go.gov.br/files/lacen/modulo-viii-micologia.pdf

https://micologia.com.br



Formulario de Coleta ( Descri¢cao da lesao)

- Descrever a aparéncia da lesdo:
- Qual o tempo da lesao?

- Ja fez esse exame antes?

- Se sim, foino LSC?

- Fez tratamento na época?

- Usou (controle de tratamento) ou usa algum medicamento para o caso (iniciou
tratamento)? Qual?

- Descrever o CID ou justificativa médica do PM.

- Qual o tipo de trabalho? Envolve jardinagem, trabalho rural, tem contato com solo,
vegetacao, madeira, construcao ou animais? Tem contato direto com dgua ou ambientes
umidos, ou outros?

- Fumante? Diabético?

- Tem animal de estimagao?
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QUESTIONARIO COLETA LSC

1. Numero de identificagdo do paciente:

INFORMAGOES

2. Tempo de lesao: 3. Aspecto (aparéncia da les&o):

4. Medicamento: (7 Usou (controle do tratamento) [ Usa
(iniciar tratamento), qual (is): 1.C)pomada 2.1 creme
3.Cesmalte 4.07 outros

5. Tem exame anterior no LSC? [1Sim  []Nao

6. Possui animal de estimagédo? [] Apresenta arranhadura? 1 Ferimento de outra origem?

7. Ocupagéo (tipo de t,rabalho):

8. CID ou justificativa médica:

9. Tem diabetes? E fumante? Observar anotacdes
médicas sobre psoriase!
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ANEXO S,

Declaraciao da Chefia

Montes Claros, 22 de maio de 2022

Ao Programa de Mestrado Profissional em Microbiologia Aplicada do Instituto de

Ciéncias Biologicas da UFMG

Prezada Profa. Erna Geessien Kroon,

Eu, Jayme Gusmao Pinheiro tenho a oportunidade como médico e sdcio-diretor do
Laboratdrio Santa Clara em Montes Claros-MG de trabalhar com a profissional Farmacéutica
Bioquimica, Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga, Coordenadora dos Setores de
Microbiologia e Uroanalise, onde desempenha importante trabalho com esmero,
competéncia, seriedade, experiéncia e grande conhecimento das areas.

Diante disso recomendo fortemente a candidata ao Mestrado Profissional em Microbiologia
Aplicada da UFMG.

Atenciosamente,

Jayme Gusmao Pinheiro
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rama de Pos Graduagdo em Microbiologia

“Curso de Mestrado Profissional do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG

A Diregdo do Laboratério Santa Clara tem ciéncia que a Farmacéutica Bioquimica
Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga esté inscrita no Programa de Pos Graduagdo
em Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais e que tem como requisito as disciplinas do referido curso e
f desenvolvimento do projeto de dissertagio para a sua conclusdo no Mestrado
/ Profissional em Microbiologia em 2023.

Montes Claros, 20 de maio de 2022

Dr Jayme Gusmao

Sécio-Diretor




Laboratério Santa Clara

Endereco: Praca Dr., Carlos, 11 Centro
Montes Claros -MG CEP: 39400.000

www.lab‘arator-ios:antacla ra.com
H

Esta instituicdo esta ciente de suas corresponsabilidades  como  instituicao
coparticipante  do projeto  de  pesquisa “APERFEICOAMENTO DOS
PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL
EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE
MONTES CLAROS - MG”, sob responsabilidade da farmacéutica bioquimica
Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga para dissertagio como conclusdo do curso de
Mestrado em Microbiologia Profissional do Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG e de seu compromisso para reguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos de
pesquisas nela recrutados, dispondo de infra-estrutura necessdria para a garantia de tal
seguranga e bem-estar. Este estudo sera submetido a avaliagdo do Comité de Etica e

Pesquisa e a autorizagdo dos responsaveis para a inclusio no estudo Sel’-é--ﬂbﬁaﬁ;:[f-
assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido).

Montes Claros, 20 de maio de 2022




22/07/2022 09:57 SEI/UFMG - 1524380 - Declaragéo
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ANEXO 8

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que foi aprovado pela Cdmara Departamental, em 08/06/2022, o projeto de
pesquisa intitulado “APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O
PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG “,
coordenado pela Profa. Nalu Teixeira de Aguiar Peres, com parecer favoravel emitido pela Profa. Elisabeth
Neumann.

Belo Horizonte, 14 de junho de 2022.

Profa. GILIANE DE SOUZA TRINDADE
Chefe do Departamento de Microbiologia

_ EiI Documento assinado eletronicamente por Giliane de Souza Trindade, Professora do Magistério
_ﬂmm: L‘ﬁ Superior, em 22/07/2022, as 09:51, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52
eletranica do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

=¥ acao=documento conferir&id orgao acesso_externo=0, informando o codigo verificador 1524380 e
o codigo CRC D99A0941.

Referéncia: Processo n? 23072.200073/2022-75 SEI n2 1524380

https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1634593&infra_sistema...
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ANEXO 9A!
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(A) Sr.(a) esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa para
“APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O
PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE
MONTES CLAROS - MG”. Pedimos a sua autorizagdo para a coleta, o depdsito, o armazenamento, a
utilizagdo e o descarte do material bioldgico humano vinculado somente a este projeto de pesquisa ou se o(a)
Sr.(a) concordar em outros futuros. Todo material biolégico coletado no Laboratério Santa Clara € identificado
por um codigo e ele sera utilizado durante todo o trabalho de pesquisa. As amostras biologicas coletadas
seguirdo protocolo de biosseguranca. Temos um termo de autorizagdo para tirar fotos da les@o e caso autorize,
a imagem podera ser utilizada como ilustragdo no artigo. Pedimos também a sua autorizagdo para usar as
informagdes registradas no prontudrio médico, ¢ no momento da coleta realizada pelo profissional do
laboratdrio sobre uso de medicamentos topico ou oral (esmaltes, cremes, pomadas, antifingicos), presenca de
animal na residéncia, ferimento por arranhadura com animal ou ferimento com plantas, tempo e aparéncia das
lesoOes, realizagdo de exames anteriores, bem como informagdes descritas no pedido médico de exame ou
informagdes de tratamento fornecidas diretamente pelo médico participante. O seu médico podera ser
procurado para colaborar na pesquisa, repassando informagdes sobre o caso clinico e tratamento, ¢ ele também
assinard um termo de consentimento.

Nesta pesquisa o objetivo ¢ utilizar as amostras coletadas para realizar os exames laboratoriais € com
os resultados fazer estudos dos dados epidemioldgicos sem, contudo, divulgar ou permitir acesso a dados e
imagens pessoais. Com essa pesquisa pretendemos aperfeigoar a coleta das amostras de lesdes dermatoldgicas,
identificar as espécies envolvidas nessas infec¢des através da realizagdo dos exames micoldgico direto e/ou
cultura para fungos e também realizar testes com antifingicos e dessa forma contribuir no diagnostico
laboratorial das infec¢des fungicas dos pacientes atendidos no Laboratério Santa Clara em parceria com 0
Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Essa
pesquisa gerara resultados que demonstrardo a prevaléncia das micoses cutdneas regionais correlacionadas
com caracteristicas relacionadas a ocupagdo, estilo de vida, uso de medicamentos e outros aspectos que,
relacionados a prevaléncia dessas micoses, permitirio melhor atendimento aos pacientes € exames que
permitam auxiliar no diagnostico e tratamento médico das infec¢des fungicas contribuindo assim para a
melhoria da qualidade de vida dos pacientes.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: as amostras serdo coletadas por raspagem
com laminas, quando a amostra for de unhas usaremos alicates estéreis e serdo usados swabs nas coletas das
secregOes. Os materiais até o término deste projeto serdo armazenados no Laboratério Santos Clara e
posteriormente no Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Caso seja
necessario tirar fotos da lesdo, um termo de autorizacdo sera apresentado ao paciente no ato da coleta e a
imagem, caso seja autorizada, podera ser usada na ilustracdo do artigo. No momento da coleta, os riscos de
ferimento sdo minimos, mas pode acontecer no momento da raspagem do material ou durante o uso do alicate
e serdo minimizados por compressao e se necessario sera realizado um curativo para manter o ferimento limpo
e protegido.

Para participar deste estudo o Sr.(a) ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira.
O(A) Sr.(a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar
ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda
e utilizagdo do material bioldgico armazenado, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacdo desta.
A sua participacdo € voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo
na forma em que o Sr.(a) € atendido(a) pelo Laboratorio Santa Clara, que tratarda sua identidade com padroes
profissionais de sigilo e de acordo com a Lei Geral de Prote¢do de Dados (LGPD) 2021. Se se sentir
desconfortavel o Sr(a) podera pausar o preenchimento, ndo responder ou desistir da participacdo na pesquisa
sem qualquer prejuizo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material bioldgico, estardo a sua
disposicao quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a
sua permissdo. O(A) Sr.(a) ndo serd identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desta pesquisa.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responséavel, no Laboratorio de Micologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, e a outra sera fornecida ao Sr.(a). Os dados, materiais e instrumentos
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utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos na
sala H3-10 do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais e ap6s esse tempo
serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legislacdo brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Satide e suas
complementares), utilizando as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador(a) do documento de Identidade
fui informado(a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da
pesquisa “APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICOE O
PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE
MONTES CLAROS - MG”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagoes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biologico e as informagdes fornecidas seja utilizado somente para esta
pesquisa.

() Concordo que o meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei comunicado pelo
pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que explique para que sera
utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas
as minhas davidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Nalu Teixeira de Aguiar Peres, professora doDepartamento
de Microbiologia, Laboratério de Micologia — [CB/UFMG.

Enderego:Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha Sala: H3-10. CEP: 31270-901/Belo Horizonte — MG
Telefone: (031) 3409-2742. E-mail: naluperes@gmail.com

NALU TEIXEIRA DE AGUIAR PERES — Data:

Nome completo do Pesquisador: Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga
Enderego: Rua Professor Raimundo Neto, 344 Bairro Major Prates. CEP: 39403213/ Montes Claros — MG
/Telefones: (38) 99194-3424. E-mail: gislainetsa@gmail.com

GISLAINE TOLENTINO SARAIVA ALVARENGA — Data:

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

CEP-UFMG - Comissio de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005. Campus Pampulha. Belo
Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpq.ufmg.br. Tel: (031) 3409 4592.
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TANEXO 9B!
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MENORES DE 12 a 17 anos)

OBS: Este Termo de Assentimento para o menor de 12 a 17 anos nio elimina a necessidade da elaboracio de um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que deve ser assinado pelo responsavel ou representante legaldo
menor.

Convidamos vocé , apos autorizagdo dos seus pais [ou responsaveis
legais] para participar como voluntario(a) da pesquisa: “APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE
DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES
CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”. Esta pesquisa ¢ da responsabilidade da pesquisadora
Nalu Teixeira de Aguiar Peres, professora do Departamento de Microbiologia, Laboratorio de Micologia — ICB/UFMG.
Enderego: Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha Sala: H3-10. CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG. Telefone: (031)
3409-2760. E-mail: naluperes@gmail.com. Também participa desta pesquisa a pesquisadora: GislaineTolentino Saraiva
¢ Alvarenga. Endereco: Rua Professor Raimundo Neto, 344. Bairro: Major Prates. CEP: 39.403-213

/ Montes Claros — MG. Telefones: (38) 99194-3424. E-mail: gislainetsa@gmail.com.

Vocé sera esclarecido(a) sobre qualquer divida com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao
final deste documento, que esta em duas vias. Uma via deste termo lhe sera entregue para que seus pais ou responsavel
possam guarda-la e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema,
desistir ¢ um direito seu. Para participar deste estudo, um responsavel por voc€ devera autorizar e assinar um Termo de
Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participagdo em qualquer fase da pesquisa,
sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Nesta pesquisa pretendemos aperfeicoar a coleta das amostras de lesdes dermatologicas, identificar as espécies
envolvidas nas infec¢des fingicas através dos exames micoldgico direto e cultura para fungos e também realizar testes
com antifungicos e dessa forma promover um estudo da frequéncia das infeccOes flingicas e seu perfil de
susceptibilidade aos antifungicos em pacientes atendidos no Laboratorio Santa Clara em parceria com o Laboratorio de
Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Para esta pesquisa adotaremos
os seguintes procedimentos: amostras biologicas serdo coletadas por raspagem com laminas, amostras de unhas serao
coletados com o uso de alicates estéreis e utilizaremos swabs nas coletas das secre¢des. No momento da coleta o
profissional do laboratorio fara perguntas sobre o uso de medicamentos de uso topico ¢ oral (esmaltes, cremes, pomadas,
antifingicos), se convive com animais na residéncia, se apresenta ferimento por arranhadura por animal ou ferimento
com plantas e usaremos essas ¢ outras informagdes médicas, desde que devidamente autorizadas pelo responsavel por
vocé e pelo médico. Os riscos em participar desta pesquisa seriam a divulgacdo de informacdes, porém os responsaveis
pelo projeto se comprometem em manter sigilo e a identificagdo dos participantes sera somentepor nimeros, a fim de
que estes dados sejam confidenciais. No momento da coleta, os riscos de ferimento no momento da raspagem do
material ou no uso de alicates serdo minimizados por compressao € se necessario sera realizado um curativo para manter
o ferimento limpo e protegido.

Os participantes desta pesquisa terdo como beneficios a melhoria da qualidade dos exames micologicos realizados no
Laboratdrio Santa Clara e os beneficios indiretos da pesquisa seriam para a populagdo em geral.

Todo o material até o término deste projeto serd armazenado no Laboratdrio Santa Clara e posteriormente noLaboratorio
de Micologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. A utilizagdo do material biologico estd vinculada somente
a este projeto de pesquisa ou se o paciente concordar em outros futuros.

Esclarecemos que vocé tem total liberdade de se recusar a participar do estudo e que esta decisdo ndo acarretara
penalizacdo por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntérios, a ndo ser entre osresponsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participag@o. Os dados coletados nesta pesquisa, ficardo armazenados
pelo pesquisador responsavel, no Laboratdrio de Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas
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da Universidade Federal de Minas Gerais na sala H3-10 do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, pelo periodo minimo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Nao ha necessidade de pagamento para vocé participar desta pesquisa, também ndo receberdo nenhum
pagamento para a sua participagdo, pois ela € voluntaria.

Este documento passou pela aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFMG
(CEP-UFMG) que esta no enderego: Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901. E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: (031) 3409 4592.

Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga

ASSENTIMENTO DO(A) MENOR DE IDADE EM PARTICIPAR COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , portador(a) do documento de Identidade
, abaixo assinado, concordo em participar do estudo “APERFEICOAMENTO DOS
PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES
DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”, como voluntario (a). Fui

informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, o que vai ser feito, assim como os possiveis riscos
e beneficios que podem acontecer com a minha participagao. Foi-me garantido que posso desistir de participar a qualquer
momento, sem que eu ou meus pais precise pagar nada.

Local e data

Assinatura do(a) menor:
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TANEXO 9C!
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MENORES DE 12 anos)

OBS: Este Termo de Assentimento para o menor de 12 anos nfio elimina a necessidade da elaboracio de um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que deve ser assinado pelo responsavel ou representante legal do
menor.

Convidamos vocé , apos autorizagdo dos seus pais [ou responsaveis
legais] para participar como voluntario(a) da pesquisa: “APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE
DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES
CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”. Esta pesquisa ¢ da responsabilidade da pesquisadora
Nalu Teixeira de Aguiar Peres, professora do Departamento de Microbiologia, Laboratorio de Micologia — ICB/UFMG.
Enderego: Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha Sala: H3-10. CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG. Telefone: (031)
3409-2760. E-mail: naluperes@gmail.com. Também participa desta pesquisa a pesquisadora: GislaineTolentino Saraiva
¢ Alvarenga. Endereco: Rua Professor Raimundo Neto, 344. Bairro: Major Prates. CEP: 39.403-213

/ Montes Claros — MG. Telefones: (38) 99194-3424. E-mail: gislainetsa@gmail.com.

Todos serdo esclarecidos(a) sobre qualquer diivida com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos
os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do estudo, pedimos que rubrique, assine ao final deste
documento ou apoés orientagdo do profissional e com ajuda do responsavel apenas coloque a digital no localde assinatura.
Uma via deste termo lhe sera entregue para que seus pais ou responsavel possam guarda-la e a outra ficara com o
pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema,
desistir ¢ um direito seu. Para participar deste estudo, um responsavel por voc€ devera autorizar e assinar um Termo de
Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participagdo em qualquer fase da pesquisa,
sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Nesta pesquisa pretendemos promover um estudo da frequéncia das infec¢des fungicas e seu perfil de susceptibilidade
aos antifingicos em pacientes atendidos no Laboratorio Santa Clara em parceria com o Laboratorio de Micologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os participantes desta pesquisa terdo como beneficios a melhoria da qualidade dos exames micologicos realizados no
Laboratdrio Santa Clara e os beneficios indiretos da pesquisa seriam para a populagdo em geral.

Todo o material até o término deste projeto sera armazenado no Laboratdrio Santa Clara e posteriormente noLaboratorio
de Micologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. A utilizagdo do material bioldgico esta vinculada somente
a este projeto de pesquisa ou se o paciente concordar em outros futuros.

Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes
cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa, ficardo armazenados pelo pesquisador responsavel,
no Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais na sala H3-
10 do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, pelo periodo minimo de 5 anos apods
o término da pesquisa.

Nao had necessidade de pagamento para vocé participar desta pesquisa, também ndo receberdo nenhum
pagamento para a sua participagdo, pois ela € voluntaria.

Este documento passou pela aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFMG
(CEP-UFMG) que esta no enderego: Av. Antdnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901. E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: (031) 3409 4592.

Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga

Rubrica do pesquisador:
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ASSENTIMENTO DO(A) MENOR DE IDADE EM PARTICIPAR COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , portador(a) do documento de Identidade
, abaixo assinado, concordo em participar do estudo “APERFEICOAMENTO DOS
PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES
DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”, como voluntario (a). Fui

informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, o que vai ser feito, assim como os possiveis riscos
e beneficios que podem acontecer com a minha participagao. Foi-me garantido que posso desistir de participar a qualquer
momento, sem que eu ou meus pais precise pagar nada.

Local e data

Assinatura do (a) menor:
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' ANEXO 9D!
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS)

Solicitamos a sua  autorizagdo  para  convidar o(a)  seu/sua filho(a)
ou menor que estd sob sua responsabilidade,
para participar, como voluntario(a), da pesquisa: “APERFEICOAMENTO DOS
PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL
EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE
MONTES CLAROS - MG”. Esta pesquisa ¢ da responsabilidade da pesquisadora Nalu Teixeira
de Aguiar Peres, professora do Departamento de Microbiologia, Laboratério de Micologia —
ICB/UFMG. Enderego: Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha Sala: H3-10. CEP: 31270-901 / Belo
Horizonte — MG. Telefone: (031) 3409-2742. E-mail: naluperes@gmail.com. Também participa
desta pesquisa a pesquisadora: Gislaine Tolentino Saraiva ¢ Alvarenga. Endereco: Rua Professor
Raimundo Neto, 344. Bairro: Major Prates. CEP: 39.403-213 / MontesClaros — MG. Telefones:
(38) 99194-3424. E-mail: gislainetsa@gmail.com.

O(a) Senhor(a) sera esclarecido(a) sobre qualquer duvida a respeito da participagdo
dele(a) na pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e o(a) Senhor(a)
concordar que o(a) menor faga parte do estudo, pediremos que rubrique as folhas e assine ao final
deste documento, que esta em duas vias.

Uma via deste termo de consentimento lhe sera entregue ¢ a outra ficara com o
pesquisador responsavel. O(a) Senhor(a) estara livre para decidir que ele(a) participe ou ndo desta
pesquisa. Caso ndo aceite que ele(a) participe, ndo havera nenhum problema, pois desistir que seu
filho(a) participe é um direito seu. Caso ndo concorde, ndo havera mudangas na forma como sera
acolhido no Laboratdrio Santa Clara e também sera possivel retirar o consentimento em qualquer
fase da pesquisa.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Nesta pesquisa pretendemos aperfeigoar a coleta das amostras de lesdes dermatologicas,
identificar as espécies envolvidas nas infec¢des fingicas através dos exames micologico direto e
cultura para fungos e também realizar testes com antifungicos e dessa forma promover um estudo
da frequéncia das infec¢des fingicas e seu perfil de susceptibilidade aos antifingicos em pacientes
atendidos no Laboratdrio Santa Clara em parceria com o Laboratorio de Micologia do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Para esta pesquisaadotaremos
os seguintes procedimentos: amostras biologicas serdo coletadas por raspagem com laminas, as
amostras de unhas serdo coletadas com o uso de alicates estéreis e swabs nas coletas das secrecgoes.
No momento da coleta vocé sera submetido(a) pelo profissional do laboratorio a um questionario
onde registrara informacgdes sobre uso de medicamentos topico ou oral (esmaltes, cremes,
pomadas, antifingicos), convivéncia com animais na residéncia, se apresenta ferimento por
arranhadura por animal ou ferimento com plantas, além da descri¢cao do aspecto e tempo de lesdo
e transcricdo das informagdes do pedido médico de exame (hipdtese diagndstica). Essas
informagdes, desde que devidamente autorizadas por vocé e pelo seu médicopoderao ser utilizadas
nessa pesquisa. A pesquisa contribuird para ‘“gerar resultados que possam demonstrar a
prevaléncia das micoses cutaneas, sua correlacado com diferentes fatores como o estilo de vida,
tipo de ocupacdo, idade, entre outros aspectos, e fornecera dados laboratoriais quepossibilite
auxilio ao tratamento médico pela avaliacdo da susceptibilidade aos antifingicos e permitira
analise da adesdo e resposta clinica ao tratamento e dessa forma poderemos contribuir para a
melhoria da qualidade de vida dos pacientes.” Os participantes desta pesquisa terdo como
beneficios a melhoria da qualidade dos exames micologicos realizados no Laboratorio Santa Clara
e os beneficios indiretos da pesquisa seriam para a populacdo em geral. Todo o material até o
término deste projeto serd armazenado no Laboratorio Santa Clara e posteriormente no
Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. A utilizagdo do material
bioldgico estd vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se o paciente concordar
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em outros futuros. Os riscos em participar desta pesquisa seriam a divulgacdo de informagdes
obtidas através dos dados de identificacdo na ficha do paciente, porém os responsaveis pelo
projeto e os profissionais se comprometem em manter sigilo e a identificagdo dos participantes
sera somente por numeros, a fim de que estes dados sejam confidenciais. Caso seja necessario
tirar fotos da les@o, um termo de autorizacdo sera apresentado ao responsavel pelo(a) menor no
ato da coleta e a imagem, caso seja autorizada, podera ser usada na ilustragio do artigo. Os riscos
de ferimento na raspagem do material ou no uso de alicates sdo raros, mas caso acontega serao
minimizados por compressao e se necessario sera realizado um curativo para manter o ferimento
limpo e protegido.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa t€ém total liberdade de se recusar a
participar do estudo e que esta decisdo ndo acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores.
Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre os
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdao. Os dados coletados
nesta pesquisa, ficardo armazenados pelo pesquisador responsavel, no Laboratdrio de Micologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais na sala H3-10 do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, pelo periodo minimo
de 5 anos apds o término da pesquisa.

Ninguém pagara nada para vocé participar desta pesquisa, também nao receberdo nenhum
pagamento para a sua participacdo, pois ela é voluntaria.

Este documento passou pela aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da UFMG (CEP-UFMG) que esta no endereco: Av. Anténio Carlos, 6627.
Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005. Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG —
Brasil. CEP: 31270-901. E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.

Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DO/A
VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo assinado,
responsavel por , autorizo a sua participacdo no estudo
“APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICOMICOLOGICO
E O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES
CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”, como voluntirio(a). Fui
devidamente informado(a) ¢ esclarecido(a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, os procedimentos
nela envolvidos, assim como os possiveis riscos € beneficios decorrentes da participagdo dele (a).
Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve
a qualquer penalidade (ou interrupgdo de seu acompanhamento/ assisténcia/tratamento) para mim
ou para o (a) menor em questao.
Local e data

Assinatura do(a) responsavel:
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TERMO DE ENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID
(Colaborador funcionario)

O(A) Sr.(a) esta sendo convidado(a) como colaborador(a) do Laboratério Santa Clara a
participar da pesquisa para “APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE
DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE
MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”. Todo material
biologico coletado por vocé devera ser identificado por um codigo gerado no atendimento e ele sera
utilizado durante todo o desenvolvimento da pesquisa. As amostras bioldgicas coletadas seguirdo
todos os protocolos de biosseguranca. Temos um termo de autorizagdo para tirar fotos da lesdo que
vocé devera apresentar ao paciente e somente se autorizada a imagem podera ser utilizada como
ilustracdo no artigo. Nesta pesquisa o objetivo ¢ utilizar as amostras coletadas para realizar os exames
laboratoriais € com os resultados fazer estudos dos dados epidemiolégicos sem, contudo, divulgar ou
permitir acesso a dados e imagens pessoais. Com essa pesquisa pretendemos além de aperfeicoar a
coleta das amostras de lesdes dermatoldgicas, identificar as espécies envolvidas nessas infecgdes
através da realizacdo dos exames micologico direto e cultura para fungos etambém realizar testes
com antifingicos e dessa forma contribuir no diagnéstico laboratorial das infec¢des fungicas dos
pacientes atendidos no Laboratério Santa Clara em parceria com o Laboratorio de Micologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: os materiais serdo coletados
principalmente por raspagem com laminas. Quando a amostra for de unhas usaremos alicates estéreis
e usaremos swabs nas coletas das secrecoes. Todos os materiais serdo processados € armazenados no
Laboratorio Santa Clara até o término desse projeto e posteriormente no Laboratorio de Micologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. No momento da coleta do material biologico e desde
que esteja devidamente autorizado pelo paciente e pelo médico, vocé registrard em formulario proprio
informagdes sobre o uso de medicamentos (esmaltes, cremes, pomadas, antifingicos), tempo e
aparéncia da lesdao, convivéncia com animal na residéncia, presenga de ferimento por arranhadura
com animal ou ferimento com plantas, informacgdes do pedido médico de exames (hipotese
diagnostica) e enviard ao setor técnico juntamente com a amostra coletada. No momento da coleta,
os riscos de contaminacdo pra vocé€ sao minimos desde que cumpra todos os requisitos de
biosseguranga e os riscos de ferimento ao paciente também sdo minimos, mas pode acontecer no
momento da raspagem do material ou durante o uso do alicate e vocé fard compressao e se necessario
realizard um curativo para manter o ferimento limpo e protegido.

Para participar deste estudo o Sr.(a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. O(A) Sr.(a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar ¢ a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos pode
retirar esse consentimento, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacdo desta. A sua
participacdo € voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretara qualquer modificagdo no seu
trabalho no Laboratorio Santa Clara. Os resultados obtidos pela pesquisa estardo a sua disposi¢ao
quando finalizada. Seu nome ou informagdes que indique sua participa¢ao nao serd liberado sem a
sua permissao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que umasera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, e a outra sera fornecida ao Sr.(a). Os dados dos
questiondrios utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 (cinco) anos na sala H3-10 do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Minas Gerais e ap0ds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdes N°

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:




466/12;441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando
as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado(a) dos objetivos, métodos, riscos e
beneficios da pesquisa “APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE
DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE
MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informagdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo e registrarei informagdes utilizadas somente para esta pesquisa.

( ) Concordo e registrarei informagdes que possa ser utilizada em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido
que explique para que sera utilizado as informagdes contidas no questionario.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de

consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade
de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Nalu Teixeira de Aguiar Peres, professora do
Departamento de Microbiologia, Laboratorio de Micologia — ICB/UFMG.

Enderego:Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha Sala: H3-10. CEP: 31270-901/Belo Horizonte — MG
Telefone: (031) 3409-2742. E-mail: naluperes@gmail.com

NALU TEIXEIRA DE AGUIAR PERES — Data:

Nome completo do Pesquisador: Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga
Endereco: Rua Professor Raimundo Neto, 344 Bairro Major Prates. CEP: 39403213/ Montes Claros
— MG /Telefones: (38) 99194-3424. E-mail: gislainetsa@gmail.com

GISLAINE TOLENTINO SARAIVA ALVARENGA — Data:

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos €ticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

CEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005. Campus Pampulha.
Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: (031) 3409 4592.




ANEXO 9F
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TERMO DE ENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID
(Colaborador Médico)

O(A) Sr.(a) estd sendo convidado(a) como médico(a) a participar da pesquisa para
“APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E
O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE
DE MONTES CLAROS - MG”. Pedimos a sua autorizagdo para a divulga¢do dos dados
informados no questionario médico de cada paciente encaminhado pelo(a) Sr(a) ao Laboratorio Santa
Clara e vinculado somente a este projeto de pesquisa ou se o(a) Sr.(a) concordar em outros futuros.
Todo material bioldgico coletado dos seus pacientes no Laboratorio Santa Clara serd identificado por
um codigo e ele serd utilizado durante todo o trabalho de pesquisa. As amostras bioldgicas coletadas
seguirdo todos os protocolos de biosseguranca. Temos um termo de autorizacdo para tirar fotos da
lesdo que sera apresentado ao paciente no ato da coleta e a imagem, caso seja autorizada, podera ser
usada na ilustragdo do artigo. Nesta pesquisa o objetivo ¢ utilizar asamostras coletadas para realizar
os exames laboratoriais € com os resultados fazer estudos dos dados epidemiolégicos sem, contudo,
divulgar ou permitir acesso a dados e imagens pessoais. Nessa pesquisa pretendemos aperfeicoar a
coleta das amostras de lesdes dermatologicas, identificar as espécies envolvidas nessas infecgdes
através da realizacdo dos exames micoldgico direto e cultura para fungos, realizar testes com
antifiungicos e correlacionar com as informacdes fornecidas e devidamente autorizada por vocé e pelo
paciente, registradas no questionario médico ou acessadas pelo profissional do laboratorio no pedido
médico de exames, e dessa forma contribuir no diagnostico laboratorial das infec¢des fungicas dos
pacientes atendidos no Laboratério Santa Clara em parceria com o Laboratério de Micologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Essa pesquisa gerara
resultados que demonstrarao além da prevaléncia regional dos agentes das micoses cutineas, a sua
correlagdo com a ocupacdo, estilo de vida, uso de medicamentos mais comuns no tratamento das
dermatomicoses e essas informacdes possibilitardo um conhecimento mais abrangente sobre os
principais antifingicos utilizados e o perfil de resisténcia fingica que sdo dados importantes no
campo da dermatologia.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: as lesdes descamativas serdao
coletadas por raspagem com laminas, nas coletas das amostras de unhas usaremos alicates estéreis e
usaremos swabs nas coletas das secrecdes. As informagdes enviadas no questiondrio médico ou
acessada no pedido de exame serdo utilizadas na pesquisa apenas quando devidamente autorizadas
pelo médico e paciente. H4 risco de quebra de sigilo das informag¢des médicas, entretanto, os
colaboradores sdo devidamente capacitados e orientados quanto a prote¢ao das informagdes e dados
de acordo com a lei geral de protecao de dados. No momento da coleta, os riscos de ferimento para
0 paciente sao minimos, mas pode acontecer durante o uso do alicate e serdo minimizados por
compressao e se necessario sera realizado um curativo para manter o ferimento limpo e protegido.

Para participar deste estudo o Sr.(a) nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. O(A) Sr.(a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar ¢ a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos pode
retirar o consentimento de utilizagdo do questionario e informacdes, valendo a desisténcia a partir da
data de formalizagdo desta. A sua participagdo ¢ voluntaria, e a recusa em participar nao acarretara
qualquer modificacdo na forma em que vocé e seus pacientes sdo atendidos pelo Laboratdério Santa
Clara. Os resultados obtidos pela pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada. Seu nome ou
informagdes que indique sua participacao ndo sera liberado sem a sua permissao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que umasera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, e a outra serd fornecida ao Sr.(a). Os dados dos
questionarios utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:




periodo de 5 (cinco) anos na sala H3-10 do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Minas Gerais e ap0ds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a
Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informagdes
somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e
beneficios da pesquisa “APERFEICOAMENTO DOS PROCEDIMENTOS DE
DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE
MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informagdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o questionario e as informagdes sobre meus pacientes seja utilizado somente para
esta pesquisa.

() Concordo que o questiondrio e as informagdes possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido
que explique para que sera utilizado as informagdes contidas no questionario.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade
de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Nalu Teixeira de Aguiar Peres, professora do
Departamento de Microbiologia, Laboratorio de Micologia — ICB/UFMG.

Endereco:Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha Sala: H3-10. CEP: 31270-901/Belo Horizonte — MG
Telefone: (031) 3409-2742. E-mail: naluperes@gmail.com

NALU TEIXEIRA DE AGUIAR PERES — Data:

Nome completo do Pesquisador: Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga
Endereco: Rua Professor Raimundo Neto, 344 Bairro Major Prates. CEP: 39403213/ Montes Claros
— MG /Telefones: (38) 99194-3424. E-mail: gislainetsa@gmail.com

GISLAINE TOLENTINO SARAIVA ALVARENGA - Data:

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

CEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005. Campus Pampulha.
Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpq.ufmg.br. Tel: (031) 3409 4592.



TERMO DE AUTORIZACAO PARA USO DE IMAGEM

Por este Termo, , CPF n° , residente
(endereco) , telefone:
() , e-mail , autoriza a utilizacdo da(s) imagem(ns)

das lesdes tiradas durante a coleta de amostras bioldgicas no Laboratdrio Santa Clara para uso na analise
do procedimento laboratorial e reproduzida(s) em publicacdo vinculada a pesquisa intitulada:
“Aperfeicoamento dos procedimentos de diagndstico micoldgico e o perfil epidemiologico dos agentes de
micoses cutaneas na cidade de Montes Claros-MG de autoria das pesquisadoras Nalu Teixeira de Aguiar
Peres e Gislaine Tolentino Saraiva Alvarenga.

Montes Claros, de de

(Assinatura do cedente dos direitos da(s) imagem (ns))



Ne Idade Género Sitios de Coleta CF EMD Uso de Comorbidade Ocupacio Contato Tempo de Tipo de
Paciente Medicame com lesdo Tratamento/Resposta
nto animal clinica ao tratamento, Teve
melhora?

1 29 | F 1°Pododactilo pé Candida parapsilosis | Presenga de Levedurasapresentando NI NI lutadora jiu jitsu NI >3m Itraconazol/Esmalte
direito (1) (1) brotamentos com caracteristicas do Amorolfina 8%/Sim
1°Pododactilo pé Candida spp (2) género Candida. (1 e2) -
esquerdo(2)

2 27 | F Unhas halux direito Neg (1) Neg (1e2) Ciclopirox NI Auxiliar de NI 15a Ciclopirox/Sim e por isso
(1) unhas Neg(2) produgao ndo retornou ao médico
halux esquerdo(2)

3 22 | M Descamacio bordas Trichophyton Numerosas hifas hialinas septadas e NI NI estudante NI 4m NI
pés (1) rubrum(1) ramificadas(1) Pres leveduras
Lesdes em Virilha (2) | Candida com caracteristicas do género

pelliculosa(2) Candida(2) / Corinebacterium spp

4 52| M Raspado subungueal Trichophyton Numerosas hifas hialinas septadas e NI NI Propagandista NI muitos anos | Itraconazol/Esmalte loceryl
halux direito(1) mentagrophytes(1) ramificadas(1) Presenga de /Sim
Raspado subungueal Candida leveduras apresentando brotamentos
halux esquerdo(2) parapsilosis(2) com caracteristicas do género

Candida.(2)

5 72 | F Raspado da unha do Negativa Numerosas hifas hialinas septadas e Ciclopirox NI dona de casa Sim, cao >la Terbinafina/Ciclopirox/Melh
pé esquerdo ramificadas orou

6 38| M Unhas dos pés Trichophyton Numerosas hifas hialinas septadas e NI NI Consultor de NI >8a Terbinafina/Icaden e loceryl

rubrum ramificadas vendas esmalte/sim

7 27 | F Regido cervical NS Presenca de blastoconideosem cachos Cetoconazo | NI NI sim, cdo, muitos anos Cetoconazol oral ¢

sugestivos do género Malassezia 1 gato shampoo/Nao melhorou
totalmente

8 34| M Raspado subungueal Trichophyton Numerosas hifas hialinas septadas e NI NI Enfermeiro NI >2a NI
do halux direito rubrum/Sacharomyc ramificadas

es cerevisae
9 42 Raspado de pele NS Negativo NI NI NI NI 5d NI
regido do tronco
10 44 | M Regido do brago NS Negativo NI NI NI NI 7d NI
11 371 M Raspado cervical (1) NS Presenga de blastoconideos Sim, toépico | NI Pavimentador NI 20 a Prescreveu Cetoconazol
Raspado das nadegas sugestivos do género Malassezia (1) shampoo e pomada +
2) Negativo(2) hipossulfito de soédio
spray/Nao fez tratamento
12 21 | F Onicolise em 1° Neg Neg Neg Neg NI NI NI NI >la NI
pododactilo direito(1)
Onicolise em 1°
pododactilo
esquerdo(2)
13 76 | F Raspado unha Numero regular de hifas hialinas NI NI Aposentada NI >Im Nao retornou
pododactilo Fusarium sp (1 €2) septadas (1 €2)
esquerdo(1)
Raspado unha
pododactilo direito (2)
14 78 | F Raspado subungueal Neg Neg NI NI NI NI >la NI

halux esquerdo




15 54 Raspado ungueal Neg (1) Numero regular de hifas hialinas Cimecort NI NI NI >10a Itraconazol,
pododactilo Direito Neg(2) septadas e ramificadas(1)  Neg(2) esmalte/melhorou
1) Raspado
ungueal pododactilo
Esquerdo(2)
16 74 Raspado subungueal Trichophyton Numerosas hifas hialinas septados e comprimid Liquen plano aposentado sim, >4a Micolamina Ciclopirox
halux esquerdo rubrum ramificadas 0s Passaro Olamina creme/Loceryl
esmalte/teve melhora
17 51 Raspado subungueal Neg Neg Fungirox/It | NI Nao informou NI >30d Itraconazol/fungirox/sim
halux direito raconazol
18 40 Raspado subungueal Trichophyton Numerosas hifas hialinas septados e NI NI Técnico quimica NI 30d Terbinafina/Loceryl
halux direito mentagrophytes ramificadas esmalte/Melhorou
19 55 Raspado subungueal NS Numerosas hifass hialinas septadas e NI NI vendedor NI >20a Retornou/Prescreveu
Halux direito(1) ramificadas (1 e 2) Itraconazol, ndo fez
Raspado subungueal tratamento
Halux esquerdo(2)
20 53 Raspado unhas mao Candida parapsilosis | Presenca de leveduras apresentando Sim, NI com tecidos ctinta | sim, cdo, >2a Itraconazol/pomada e
direita brotamentos com caracteristicas do pomada e gato creme/sim
género Candida. creme
21 57 Raspado ungueal Trichophyton Numerosas hifass hialinas septadas e Sim, creme | NI financeiro NI >5a Terbinafina/ loceryl
halux direito (1) rubrum(1 e 2) ramificadas (1 ¢2) esmalte/sim
Raspado do pé
direito(2)
22 68 Raspado subungueal NS Neg(1l e2) NI HAS Aposentada/Limpe NI >9a NI
halux direito(1) za hospitalar
Raspado subungueal
halux esquerdo(2)
23 21 Unhas dos pés Neg Neg NI NI vendedora NI > [ ano Tratou anemia e as unhas
melhoraram
24 70 Raspado ungueal Candida parapsilosis | Presenga de Leveduras apresentando fez Diabética dona de casa NI >10a Retornou/médico prescreveu
pododactilo direito(1) (1e2) brotamentos com caracteristicas do tratamento aposentada amorolfina a 5 % , ndo fez
Raspado ungueal género Candida.(1 e 2) antes tratamento
pododactilo
esquerdo(2)
25 53 Raspado unha Fusarium sp Numero regular de hifas hialinas Sim, HAS Professora NI >5a Itraconazol/loceryl esmalte
quirodactilo direito septadas esmalte uso continuo mas
parou/Pouca melhora
26 55 Raspado ungueal Trichophyton Raras hifas hialinas septadas (1) NI NI Analista na Sec de NI >5a Usou Amorolfina e Lysoform
pododactilo direito(1) mentagrophytes (1) Numerosas hifas hialinas septadas e educagio nos calgados e tratamento
Raspado ungueal Trichophyton ramificadas(2) e Numero regular de homeopatico/Prescrito
pododactilo esquerdo mentagrophytes (2) hifas hialinas septadas e fentizol tb mas ndo fez
(2)  Raspado lesao NS (3) ramificadas(3) uso/Melhorou
plantar(3)
27 60 Onicolise em 1° Trichophyton Numerosas hifas hialinas septadas e NI NI Professor NI >la Nao retornou
pododactilo (1) rubrum,/ Candida ramificadas (1 e 2)
Descamacgdo em guiliermondii(1)
bordas do pé direito(2) | Trichophyton
rubrum(2)
28 55 Raspado da unha do Candida parapsilosis | Namero regular de leveduras NI NI NI NI >4a NI
1° quirodactilo da mao apresentando brotamentos com
direita caracteristicas do género Candida.
29 27 Raspado de pele Candida parapsilosis | Raras leveduras apresentando NI NI Recepcionista NI >1m pomada cetoconazol

intramamaria

brotamentos com caracteristicas do
género Candida.

(trok)/sim




30 28 Unha do pé esquerdo Trichophyton NS fez NI eng agronomo NI >12a Retornou recentemente,
rubrum tratamento terbinafina e loceryl/ainda
antes ndo melhorou

31 38 Raspado ungueal Negativa(l e2) Negativo (1 e2) NI NI Professor NI >la NI
pododactilo direito (1)

Raspado ungueal
pododactilo
esquerdo(2)

32 48 Raspado ungueal Negativa (1 e2) Negativo(l e2) Esmalte NI Professora Ferimento >la NI
pododactilo direito (1) em queda
Raspado ungueal moto
pododactilo
esquerdo(2)

33 58 Raspado da unha do Candida Presenca de Leveduras apresentando NI NI Bancaria NI > Im Loceryl/Melhorou
5° quirodatilo mao orthopsilosis (1) brotamentos com caracteristicas do
direita (1) Candida spp (2) género Candida(l e2)

Onicolise em 2°
pododactilo(2)

34 62 Raspado unha Aspergillus spp Raras hifas hialinas (1,2,3 e 4) NI Diabética/Esclero | Aposentada NI >20a Nao retornou
quirodactilo (1,2,3¢4) se sistémica
esquerdo(1) Raspado
unha quirodactilo
direito(2) Raspado
ungueal pododactilo
esquerdo(3) Raspado
ungueal pododactilo
direito(4)

35 73 Raspado da unha do Fusarium sp Numero regular de hifas hialinas NI Diabética Aposentada NI >2a Prescreveu Fungiroxl/Usando
1° pododactilo do pé septadas e ramificadas ciclopirox topico,
esquerdo pingando/teve melhora

36 53 Unha do pé esquerdo NI Tireopatia Professora N/queda > 3m NC

Negativa Negativo aposentada de objeto

37 35 Raspado de lesdo Malassezia spp(1) Numerosos blastoconideos em cachos | NI NI militar NI >6a Cetoconazol Shampoo,
cervical e tronco(1) sugestivos do género Malassezia.(1) sabonete e med topico/ainda
Raspado de pele dos Negativa(2) Negativo(2) possui manchas
cotovelos(2)

38 50 Raspado subungueal Raras leveduras apresentando pomada suspeita CA NI Cao >2m Fluconazol oral 150 mg/
do halux direito(1) Neg(1 e2) brotamentos com caracteristicas do pequena melhora/relata
Raspado de Lesdo género Candida.(1) Numerosas vivéncia momento de muito
plantar(2) hifas hialinas septadas e stress

ramificadas(2)

39 26 Raspado subungueal Neg Neg NI NI NI NI >4m NI
do halux direito

40 35 Raspado subungueal Candida parapsilosis | Raras lev eduras apresentando NI NI Bancéria \ >muitos Nao retornou
halux esquerdo brotamentos com caracteristicas do anos

género Candida.

41 27 Raspado de pele NS Negativo pomada/rif | NI NI cachorro 15d NI

ocina

42 40 Raspado do pé direito Trichophyton Numerosas hifas hialinas septadas e NI Diabético Nao informou NI >la Itraconazol e estd melhor
1) rubrum (1 e 2) ramificadas (1 e2)

Raspado do pé
esquerdo (2)

43 23 Unha do pé direito Trichophyton NS usou machucou Dentista NI >la Itraconazol por 3 meses,

rubrum itraconazol melhorou

hala




44 48 Raspado unha Trichophyton Numero regular de hifas hialinas NI Sindrome de NI NI >5a Micolamina Ciclopirox
pododactilo(1) mentagrophytes (1 septadas e ramificadas (1) Raras hifas Down/Psoriase? Olamina creme/lysoform nos
Descamacgio em e2) hialinas septadas e ramificadas cal¢ados/teve melhora
bordas dos pés(2) @)
45 42 Rasp ungueal Aspergillussp (1 €2) | Neg (1e?2) Cetoconazo | NI Professora NI > [ ano Olapamina/Nao tratou pq
pododactilo direito(1) 1 TGO e TGP alterados por
Raspado ungueal causa do tratamento H pilori
pododactilo
esquerdo(2)
46 46 Raspado do dorso NS Numerosos blastoconideos em cachos | NI NI Policial NI >2a Cetoconazol Shampoo, med
sugestivos do género Malassezia. oral e topico/ainda possui
manchas
47 61 Raspado das unhas Neg Neg NI NI aposentada NI >5a NI
halux direito
48 14 Raspado da unha do Candida Presenca de Leveduras apresentando Sim/Locery | NI estudante NI >3a Loceryl, pouca melhora
1° quirodactilo da guilliermondii brotamentos com caracteristicas do 1
mao esquerda género Candida.
49 20 Raspado de pele NS Numerosos blastoconideos em cachos | NI NI estudante NI >la Prescreveu shampoo
regido tronco(1) sugestivos do género Malassezia(1) cetoconazol, spray
Raspado pele regido NS Negativo(2) hipossulfito, ndo fez
face(2) tratamento
50 52 Raspado subungueal Neg Neg sim, alguém pisou Salgadeira sim, cdo >muitos comprimidos
do halux direito comprimid anos terbinafina/locerylmelhorou
o0s
terbinafina
51 40 Raspado de pele NS Neg(l) Presenga deregular nimero | NI NI professor NI >6m Shampoo Cetoconazol/Med
regido axilas (1) de blastoconideos em cachos topico Hipossulfito de
Raspado em tronco(2) NS sugestivos do género Malassezia.(2) sodio/Pouca melhora, ainda
tem manchas
52 2 Raspado de couro Microsporum canis Raras hifas hialinas septadas NI NI NI Sim, cdo >6m Sim, terbinafina/melhorou e
cabeludo ja esta nascendo cabelo no
local
53 31 Raspado de unha Neg Neg(l) Neg(2) Ciclopirox NI NI NI >muitos Ciclopirox, pouca melhora
halux direito (1) e outros anos
Raspado de borda da Neg
unha halux
esquerdo(2)
54 28 Rasp pele regido coxas | NS Neg NI NI Engenheiro de NI >4m Ciclopirox olamina 1%,
Corinebacterium spp Minas Eritromicina 2%, Peroxido
de benzoila
2,5%,creme/lysoform nas
roupas
55 24 Raspado ungueal (1) Neg (1) Neg (1) Neg(2) NI NI NI NI >30d NC
Raspado de pele
regido plantar(2) NS (2)
56 28 Raspado de Pele NS Presenca de blastoconideos NI NI Professor NI >la Shampoo Cetoconazol/Med
regido lombar sugestivos do género Malassezia. topico Hipossulfito de
sodio/Pouca melhora, ainda
tem manchas
57 61 Raspado ungueal Trichophyton Numerosas hifas hialinas septadas e NI NI Professora NI muitos anos | Terbinafina/esmalte/
pododactilo direito (1) | rubrum(1,2 e3) ramificadas (1,2 e 3) Aposentada melhorou

Raspado ungueal
pododactilo
esquerdo(2)
Raspado dos pés(3)




58 38 Raspado da unha do Candida Presenca de leveduras apresentando NI NI NI NI >3 anos Fluconazol oral /Ciclopirox
pododactilo (1) parapsilosis(1 e2) brotamentos com caracteristicas do olamina/ teve melhora
Descamacdo em género Candida(l e2)
pododactilos(2)

59 58 Raspado subungueal Neg Neg NI diabética artesd NI > la Nao retornou/chickungunya
do halux esquerdo

60 35 Raspado de pele de NS Numero regular de hifas hialinas NI NI confeiteira cachorro >15d Melhorou/fentizol creme
lesdo em torax septadas

61 18 Raspado de lesdo NS Neg NI NI estudante NI >1m NC
plantar

62 62 Raspado do pé direito Negativa (1) Neg(1) Numerosas hifas hialinas NI CA aposentada NI > 2a Nao levou devido a outros
(1) Raspado da Trichophyton septadas e ramificadas (2)) mama/quimiotera problemas
unha do 1° rubrum/ Numerosas hifas hialinas septadas e pia
pododactilodo pé Pseudomonas ramificadas/ Corinebacterium spp ( 3)
direito(2)  Eritema aeruginosa(2)/
em Virilhas(3) Trichohyton rubrum

3

63 45 Eritema em virilhas Candida albicans Numerosas levduras apresentando brotamentos com caracteristicas do género Candida. NI >3m Cetoconazol/teve melhoras

64 48 Unha do pé direito Fusarium sp NS fez tratamento antes NI NC NI >ha longo Nao pegou o resultado pq fez

tempo cirurgia

65 35 Raspado ungueal do Trichophyton Numero regular de ciclopirox NI NI NI >la NI
pé esquerdo(1) rubrum(1 e 2) hifas hialinas
Raspado ungueal pé septadas e
direito(2) ramificadas (1 €2)

66 13 Raspado de Lesdo em Neg Neg NI NI estudante NI >1m NI
bragos

67 27 Lesdo em coxas Microsporum canis Numero regular de NI NI NI Nao, mas >1m Itraconazol, melhorou

hifas hialinas tem
septadas e contato
ramificadas

68 21 Raspado de pele em NS Numerosas hifas NI NI estudante Sim, cdo >la Ciclopiroxolamina/Spray

regido do abdomen curtas e hipossulfito/iniciou o
blastoconideos em tratamento hd uma semana e
cachos sugestivos do ainda ndo tem resultado
género Malassezia.

69 66 Raspado subungueal Neg(1) Neg(1) PresRaras NI NI aposentado/trabal NI >10a Loceryl, ndo melhorou
dos halux(1) leveduras ha com produtos porque machucou a unha na
Raspado subungueal Candida apresentando quimicos porta do carro
dos Polegares(2) parapsilosis(2) brotamentos com

caracteristicas do
género Candida.(2)

70 28 Raspado regido Neg (1) Neg (1e2) NI Psoriase NI Sim,cdo >2a NI
palmar(1)

Raspado regido Neg(2)

plantar(2)

71 80 Raspado da unha do Fusarium Numerosas hifas hialinas septadas e leveduras apresentando brotamentos sugestivos do género Candida. (1 e 2) >muitos Médica pediu para coletar
1° pododactilo do pé sp/Candida sp(1e2) anos novamente/ainda ndo
direito (1) retornou
Raspado da unha do
1° pododactilo do pé
esquerdo(2)

72 61 Regido plantar Trichophyton Numerosas hifas hialinas NI NI aposentada NI >5a Isoconazol/Icaden/Melhorou

mentagrophytes

septadas e ramificadas




73 49 Raspado das unhas pé | Neg(l e2) Raras hifas hialinas Fungirox/Loceryl/Kanasten médica NI >2a Loceryl, fungirox, pouca
Direito(1)  Raspado septadas(1) Numero melhora
das unhas pé regular de hifas hialinas
esquerdo(2) septadas (2)
74 37 Raspado subungueal Neg Neg Varios/ndo lembra NI Nao informou NI >6a NI
do 1° pododactilo
75 63 Raspado de unha Candida parapsilosis NS NI doenga reumatologica | professora NI >la Nao pegou o resultado
aposentada
76 67 Raspado ungueal Trichophyton Numero regular de hifas NI Hiperferritinemia Veterinario/produt | NI >la NI
pododactilo mentagrophytes (1) hialinas septadas (1 ¢2) metabolica 0s quimicos
esquerdo(1) Trichophyton
Raspado subungueal mentagrophytes (2)
pododactilo direito(2)
77 34 Raspado subungueal Trichophyton Numerosas hifas hialinas Loceryl/sem NI empresaria/area NI >2m Nio pegou o resultado
do hauxl direito(1) rubrum (1) septadas e ramificadas (1) melhoras atividade fisica unha/pés>m
Raspado de lesdo Trichophyton Numero regular de hifas uitos anos
Plantar(2) rubrum (2) hialinas septadas e
ramificadas (2)
78 60 Onicolise em 1° Neg Neg Creme com diabética/trauma na aposentada NI >2a NI
pododactilo direito antifingico unha
79 41 Raspado da unha do Candida albicans (1) | Presenga de leveduras NI NI NI NI NI NI
2° quirodactilo da mao apresentando brotamentos
direita(1) /Raspado da com caracteristicas do
unha do 3° Neg(2) género Candida.(1)
quirodactilo da mao
direita(2)/Raspado Neg(2)/
subungueal do halux
direito(3)/Raspado da Numerosas hifas hialinas
unha do 4° septadas e ramificadas
pododactilo do pé Trichophyton .(34¢5)
esquerdo(4)/Raspado rubrum (3,4 ¢ 5)
da unha do 5°
pododactilo do pé
esquerdo(5)
80 53 Onicolise em Aspergillus sp Negativo loceryl Psoriase? trabalha com NI >6m Clobetazol, uso hd uma
quirodactilos luvas,limpeza semana, ainda ndo melhorou
81 52 Raspado do pé direito | Trichophyton Numerosas hifas hialinas NI NI NI Sim, >2a Prescrito Itraconazol/Nao
(1) Raspado rubrum(1 e 2) septadas e ramificadas.(1 e varios comegou tratamento
subungueal dos haluxs 2) tipos
direito e esquerdo (2)
82 44 Descamagdo em Trichophyton Numerosas hifas hialinas NI NI vendedor Sim, cdo >3 anos Icadem(isoconazol)/loceryl
regides plantares(1) mentagrophytes (1 ¢ | septadas e ramificadas (1 e esmalte/ melhorou
Raspdo subungueal 2) 2)
dos halux(2)
83 55 Raspado de lesao(1) Neg(1) Neg(1) Raras hifas NI Psoriase NI NI >2m Nao pegou o resultado
Raspado dos pés(2) Trichophyton spp hialinas septadas (2,3 e 4)

Raspado subungueal
halux direito(3)
Raspado subungueal
halux esquerdo(4)

@

Trichophyton spp/
Scytalidium spp(3)
Trichophyton spp

Legenda — CF: Cultura de Fungos, EMD: Exame Micologico Direto, NS: Nao Solicitado, NI: Nao Informado.




Termo de Compromisso de Utilizacao de Dados (TCUD)

1. Identificacdo dos membros do grupo de pesquisa

Nome completo (sem abreviac¢io) RG Assinatura
Nalu Teixeira de Aguiar Peres 026.388.782-0
Gislaine Tolentino Saraiva Alvarenga M3357510

2. Identificacao da pesquisa

a) Titulo do Projeto: ’AVALIACAO DO PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE
MICOSES CUTANEAS NA CIDADE DE MONTES CLAROS - MG”

b) Departamento/Faculdade/Curso: Programa de Pos-Graduacao Profissional em Microbiologia.
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas. Universidade Federal de Minas

Gerais.
c) Pesquisador Responsavel: Nalu Teixeira de Aguiar Peres.
3. Descriciao dos Dados

Sao dados a serem coletados nos arquivos do Laboratério Santa Clara (LSC) somente apds aprovacao
do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais (CEP-UFMG)
e dos Comités de Etica do PMGuBH: dados epidemioldgicos de micoses superficiais e cutineas

registradas no periodo de marco de 2022 a fevereiro de 2023.

Os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para o projeto vinculado. Para duvidas de
aspecto ético, pode ser contactado o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (CEP/UFMG): Av.
Antonio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901 Unidade Administrativa
IT - 2° Andar - Sala: 2005 Telefone: (031) 3409-4592 - E-mail: coep@prpq.ufmg.br.

4. Declaracio dos pesquisadores

Os pesquisadores envolvidos no projeto se comprometem a manter a confidencialidade sobre os dados
coletados nos arquivos do LSC, bem como a privacidade de seus contetidos, como preconizam a
Resolugdo 466/12, e suas complementares, do Conselho Nacional de Satde.

Declaramos entender que a integridade das informagdes e a garantia da confidencialidade dos dados
e a privacidade dos individuos que terdo suas informagdes acessadas estdo sob nossa responsabilidade.
Também declaramos que nao repassaremos os dados coletados ou o banco de dados em sua integra,

ou parte dele, a pessoas nao envolvidas na equipe da pesquisa.



Os dados obtidos na pesquisa somente serao utilizados para este projeto. Todo e qualquer outro uso
que venha a ser planejado, sera objeto de novo projeto de pesquisa, que serd submetido a apreciagao

do CEP UFMG.

Devido a impossibilidade de obtengdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de todos os
sujeitos, assinaremos esse Termo de Consentimento de Uso de Banco de Dados, para a salvaguarda

dos direitos dos participantes.

Belo Horizonte, 02 de fevereiro de 2022.

Nome completo (sem abreviacio) Assinatura
Nalu Teixeira de Aguiar Peres

Gislaine Tolentino Saraiva Alvarenga

5. Autorizacio da Instituicio

Declaramos para os devidos fins, que cederemos aos pesquisadores apresentados neste termo, o

acesso aos dados solicitados para serem utilizados nesta pesquisa.

Esta autorizagdo esta condicionada ao cumprimento da pesquisadora aos requisitos da Resolucao
466/12 e suas complementares, comprometendo-se a mesma a utilizar os dados dos participantes da
pesquisa, exclusivamente para os fins cientificos, mantendo o sigilo e garantindo a nao utilizagdo das

informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados a pesquisadora devera apresentar o Parecer Consubstanciado
devidamente aprovado, emitido por Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos,

credenciado ao Sistema CEP/CONEDP.

Belo Horizonte, 02 de fevereiro de 2022.




Termo de Constituicio de Biorrepositorio

O presente acordo estabelece as normas para operacionalizagdo,
compartilhamento e utilizagdo do material biolégico humano coletado e armazenado em
Biorrepositorio, vinculado ao Projeto de Pesquisa “APERFEICOAMENTO DOS
PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO E O PERFIL
EPIDEMIOLOGICO DOS AGENTES DE MICOSES CUTANEAS NA CIDADE
DE MONTES CLAROS - MG”, a ser gerenciado pela pesquisadora Gislaine Tolentino
Saraiva e Alvarenga, com participacdo do Laboratorio Santa Clara, institui¢do
privada, situado na Praga Dr Carlos, n° 11, Bairro: Centro, na cidade de Montes Claros-
MG, CNPJ n° 18.878.108/0001-47 ¢ do LABORATORIO DE MICOLOGIA DO
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA DO INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, na Avenida Antdnio Carlos, 6627,
Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901 Sala: H3-10 Telefone: (031) 3409-
2742 - E-mail: coep@prpq.ufmg.br , fundacao publica, CNPJ n° 17.217.985/0013-48 e da
professora NALU TEIXEIRA DE AGUIAR PERES do LABORATORIO DE MICOLOGIA DO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS
GERAIS situada na Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP
31270-901, Sala: H3-10 Telefone: (031) 3409-2742 - E-mail: coep@prpq.ufmg.br ,
fundag¢dao publica, CNPJ n® 17.217.985/0013-48 conforme definido na legislagdao
competente, atendendo, em especial, ao disposto nas Resolucdes n® 441/11 e n® 466/12,

ambas do CNS.

1. O Biorrepositorio, constituido por amostras de cultivo de fungos isolados de
pacientes atendidos no Laboratério Santa Clara em Montes Claros-Mg e atendera as
normas do Regimento Institucional de Biorrepositorio da instituicao depositaria e
sera sediado e armazenado no LABORATORIO DE MICOLOGIA DO INSTITUTO DE CIENCIAS
BIOLOGICAS, inscrito no CNPJ sob o n? 17.217.985/0013-48 e situado, na Avenida Anténio
Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901 Sala: H3-10 Telefone: (031)
3409-2742;

2. O material biologico constituinte do Biorrepositorio serd mantido em temperatura
ambiente até sua utilizacao;

3. O prazo de armazenamento do Biorrepositério serd o mesmo definido no

cronograma do projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG (CEP-UFMG);



4. As instituigdes acordantes, devidamente representadas, poderdo ter acesso aos
dados e materiais obtidos em decorréncia da execu¢do do projeto, durante sua
vigéncia, mediante solicitagdo aos membros da equipe do projeto;

5. A solicitacdo de acesso a dados e materiais do Biorrepositorio somente podera ser
feita por meio dos membros da equipe do projeto de pesquisa, devidamente
cadastrados na Plataforma Brasil, dentro dos parametros estabelecidos pelo Projeto
de Pesquisa e mediante aprovacdo da analise ética;

6. O Biorrepositdrio estara sob a responsabilidade do pesquisador, competindo aos
acordantes o cumprimento das disposi¢des aqui constantes e observancia das
normas contidas no regulamento de Biorrepositorio;

7. A requisi¢ao de amostras durante a vigéncia da pesquisa devera ser feita por
escrito e ndo podera causar prejuizo ao regular desenvolvimento do Projeto de
Pesquisa;

8. Havendo a retirada ou desisténcia por parte do participante da pesquisa, referente
a amostra coletada e armazenada, devera o pesquisador e a instituicdo que mantém
a guarda disponibilizarem a amostra, nos termos da regulamentagaovigente. Nesse
caso, sera facultado ao participante da pesquisa requerer a amostra ou solicitar que
ela seja destruida pelo pesquisador;

9. Em caso de dissolu¢do da parceria entre as instituicoes durante a vigéncia do
projeto, a partilha e destinagdo dos dados e materiais que compdem o
Biorrepositorio serdo objeto de novo acordo que devera ser submetido a analise de
ética dos Comités de Etica Institucionais;

10. Em caso de encerramento do projeto de pesquisa, havendo interesse de uso futuro
das amostras do Biorrepositério e quando autorizado pelo participante da pesquisa
em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o pesquisador responsavel pelo
projeto deverd manifestar seu interesse por escrito e assinado pelos pesquisadores e
instituigdes parceiras. A partilha e destinagdo dos dados e materiais que compdoem
o Biorrepositério serdo objeto de novo acordo entre as institui¢cdes, que devera ser
submetido a andlise ética dos Comités de Etica em Pesquisa envolvidos;

11. Para uso futuro das amostras em nova pesquisa, em atendimento ao disposto na
Resolugao n°® 441/2011 do CNS, devera haver submissdo de novo Projeto de
Pesquisa ao Sistema CEP/CONEP;

12. Todos os materiais armazenados no Biorrepositorio serdao destruidos ao final do
projeto de pesquisa, caso nao haja manifestagao nos termos da Clausula 10;

13. Os casos nao contemplados pelo presente Termo de Constituicao de Biorrepositorio
serdo submetidos a analise conjunta dos acordantes e resolvidos de comum acordo
pelas partes envolvidas.

Assinaturas (com a inclusdo de carimbos):




Pesquisador Principal do Projeto

Representante Legal da Instituigdo

Chefia do Servigo de Pesquisa

Responsavel Legal pela Instituicdo Acordante

(exemplo: Diretor da Unidade ou da Fundacdo)
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LABORATORIO SANTA CLARA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Titulo: POP.MIC.14 — Exame Micolégico Direto

Andlise Critica:Dr. Jayme Gusmao Pinheiro
Data: 13/11/2022

Assinatura: Q

Aprovado:Dr.Jayme Gusmao Pinheiro

Data: 23/11/2022

Assinatura:

}

Elaboragao: Gislaine Tolentino Saraiva

1. SINONIMIA

Pesquisa de fungos de qualquer tipo de amostra bioldgica (escarro, liquidos corporais,
etc); exame direto de raspado de pele, pelos e unhas.

2. PRINCIPIO

Identificar estruturas fungicas no material biolégico apds clarificagao.

3. AMOSTRA

Tipo de Amostra

- Raspados de pele de regides lesionadas, suspeitas de tinhas.

- Raspados de unhas infectadas, depdsitos sub-ungueais.

- Pélos e escamas das regides afetadas.

- Liquor.

- Escarro, liquido pleural, lavado bronco-alveolar (BAL) e outros liquidos corporais.

- Secregdes genitais (vide POP.MIC.10-Exame Direto a Fresco).

Coleta

Vide MAN.COL-Coleta de Amostras Bioldgicas.

Volume Minimo

O volume minimo de raspados nao necessita ser quantificado em termos demassa
ou volume, mas devem ser em quantidade necessaria e suficiente para quesejam
tratados pelos métodos usuais de pesquisa e sejam representativos.

Liquor: 1 ml

Escarro, liquido pleural, lavado bronco-alveolar e outos: 3 ml

Volume Recomendado
Para raspados de pele, pelos e unhas:NA
liquor: acima de 1 ml
Escarro, liquido pleural, lavado bronco-alveolar e outros liquidos corporais: acima
de 3 ml.
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Laboratério Sao José
Titulo: Exame Micoldgico Direto | Codigo: POP.MIC.14

Conservagao
Os raspados de pele, pelos e unhas coletados em placas de Petri ou outros
frascos podem ser armazenados a temperatura ambiente.
Apods a adigao de clarificantes, o material devera ser examinado em até 40
minutos.
Obs.: Algumas amostras podem ser colhidas em solugédo fisioldgica estéril.
Liquor: Em TA até o processamento.
Escarro, liquido pleural, lavado bronco-alveolar, etc: armazenar @ Temperatura
Ambiente até o processamento.

Preservagao/Armazenamento
Raspados: N.A.
Outras ABs: conforme POA.SGQ.21-Transporte, Manuseio, Preservacao,
Embalagem e Armazenamento de ABs e PCs.

Causas de Rejeicao
Amostras nao identificadas ou identificadas inadequadamente.

3.8. Cuidados no Descarte da Amostra
Conforme PGRSS do LSC.

4. MATERIAIS UTILIZADOS
o Alca bacteriolégica
e Cabine de Fluxo laminar
e Laminas e laminulas

5. EQUIPAMENTOS
NA.

6. METODOLOGIA
Pesquisa de fungos por microscopia direta.

7. REAGENTES UTILIZADOS

Reagentes
KOH a 20% - usado para qualquer tipo de amostra.
KOH a 40% - usado para material de unha.
Obs.: KOH —> Hidroxido de Potéassio (potassa)
Azul de Algodao
Tinta Nankim (tinta da china).

Preparo dos Reagentes
Vide POA.STE.O1-Preparo e Manuseio de Solucgbes.

Estabilidade e Conservacgao
Vide POA.STE.O1-Preparo e Manuseio de Solucbes.
Tinta Nankim/ Azul de Algodao: conforme orientacao do fabricante.

8. PROCEDIMENTO
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Laboratério Sao José

Titulo: Exame Micoldgico Direto | Codigo: POP.MIC.14

Inspecao Inicial e Registro
Vide POA.SGQ.11-Inspecéao e Situacao de Inspecao.

Identificagao das Amostras
Vide POA.SGQ.09-Identificacdo e Rastreabilidade.

Execucao (Passo a Passo)

Preparo da amostra

LIQUOR

- Centrifugar 1 a 5 mda AB a 1500 - 2000 rpm por 5 + 2 minutos.
- Guardar o sobrenadante.

ESCARRO, BAL, LIQUIDO PLEURAL E OUTROS LIQUIDOS CORPORAIS
- Colocar cerca de 1 a 2 ml da AB de origem respiratoria baixa representada
por material purulento, sanguinolento, ou caseoso em tubo de vidro estéril.

- Adicionar algumas gotas de KOH a 20%.

- Fechar o tubo e agitar fortemente para homogeneizar.

- Incubar o material em estufa bacteriolégica a 35 — 37°C por até 2 horas.

- Centrifugar a 1500 - 2000 rpm por 15 + 2 minutos.

- Desprezar sobrenadante.

Processo de analise

Ao receber AB e FB, dar inspecéo inicial e gerar grade do

respectivo exame no Sl.

Conferir as amostras enviadas e a identificacdo do nome

completo do paciente e protocolo de identificagao.

Reajuntar todo o material (escamas da pele, pelos e raspados

ungueais) que estejam esparsos, em um so6 lugar junto as

paredes das placas de Petri
Inclinar as placas e sobre o material reajuntado adicionar o

KOH, que ¢ usado para qualquer tipo de AB.

Obs.: A quantidade de clarificante adicionada depende do tipo
de material e de seu volume. Quando for material de unha
adicionar KOH a 40%.

Aguardar de 30 a 40 minutos dependendo da AB para

examinar.

Examinar ao microscépio optico com objetivas de 10 e 40x o

material clarificado, entre lamina e laminula, buscando as

estruturas fungicas tais como as hifas septadas ou
cenociticas, leveduras, conideos, etc.
Obs.: As ABs coletadas em solucgéo fisioldgica sdo observadas
ao MO, com as objetivas de 10 e 40x.
Transcrever o resultado para FB.
LIQUOR:

Homogeneizar o sedimento

Colocar 1 gota do sedimento em uma lamina.

Colocar 1 gota da tinta nankim na lamina junto ao

sedimento.

Examinar em MO, com objetiva de 40 e pesquisar estruturas
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fungicas.

ESCARRO, LIQUIDO PLEURAL, BAL e outros liquidos corporais.
Homogeneizar o sedimento.
Colocar 1 gota do sedimento entre lamina e laminula e
examinar em microscopio oOptico com a objetiva de 40x
pesquisando as estruturas fungicas..
Transcrever o resultado na FB.

Calculos
NA.

9. RESULTADOS

Valores de Referéncia
Exame micolégico direto ou pesquisa de fungos negativa.

Valores Criticos
NA.

Registro de Resultados
Os resultados sao escritos nas proprias fichas de bancada, registrados em CR,
digitados e assinados eletronicamente no proprio setor e arquivados no setor até o
envio para o arquivo morto.

Interpretagao
- E realizada com base na analise microscépica das estruturas flngicas observadas
em cada tipo de AB.
- Comparagéo das estruturas com Atlas de micologia.

Exames Correlacionados
Cultura para fungos da mesma amostra bioldgica solicitada.

10. CALIBRAGAO DA METODOLOGIA
NA.

11. CONTROLE DA QUALIDADE
Vide POA.SGQ.16-Controle da Qualidade.

12. CRITERIOS PARA LIBERAGAO DE LAUDOS
A adequacéo entre o resultado obtido e a indicagao diagndstica, quando desta se dispde.
Comparagao com exames correlacionados, se estes houverem sido solicitados.

13. LINEARIDADE
NA.

14. LIMITES DE DETECGAO
NA.

15. APLICACAO CLINICA
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EXAMES DOS PELOS

Quando ha invasao dos pelos por hifas septadas ou artroconidios: dermatofitose ectotrix
(externa) ou endotrix (interna).

Presenca de nddulos claros branco-amarelados formados por artroconidios:

Pedra branca.

Presenca de nddulos escuros, acastanhados: Pedra negra.

Presenca de nddulos gelatinosos, homogéneos, formando bainha nos pélos (genitais ou
axilares): tricomicose axilar ou palmelina.

ESCAMAS EPIDERMICAS

- Obtidas de lesbes circinadas, pruriginosas, de bordas elevadas, escamosas, areas de
alopécia e de unhas.

Presenca de hifas hialinas, septadas, ramificadas e artroconidios:

Dermatofitose.

- Obtidos de lesdes hipocromicas bem superficiais:

Presenca de hifas curtas, hialinas, septadas e cachos de blastoconidios:

Pitiriase versicolor (Malassezia furfur).

- Lesdes umidas intertriginosas nas grandes dobras ou em mucosas esbranquicadas,
pruriginosas:

Presencga de leveduras isoladas, com brotamentos e formando pseudo-hifas:

Candidiase.

No paciente com queixa de febre, cefaléia, vomito e imunologicamente deprimido cuja
suspeita € de meningite fungica o achado de estruturas arredondadas gemulantes e com
capsula, evidenciada pela tinta nankim € diagnéstico de criptococose.

Se forem visualizadas outras estruturas fungicas, anotar e correlacionar com outras
micoses.

Micoses pulmonares determinadas por fungos de patogenecidade discutivel, que devem
ser interpretadas com dados clinicos e outros correlatos.

- Candidiase: presenga de pseudo-hifas e blastoconidios

- Micoses pulmonares determinadas por fungos realmente patogénicos: estrutura
arredondada, parede birrefringente, gemulacdo multipla (roda-de-leme) diagnostica
Paracoccidioidomicose.

- Estrutura arredondada, gemulante, encapsulada: Criptococose.

16. LIMITAGOES DO METODO
A principal variavel desta analise € a capacidade do observador e seu conhecimento pratico
junto a uma boa coleta da AB.

17. ABREVIATURAS
CR — Caderno de Registros
MIC — Setor de Microbiologia
N.A. — Nao aplicavel
Pl — Plano de Inspecao
POA - Procedimento Operacional de Apoio
POP - Procedimento Operacional Padrao
PQ — Procedimento da Qualidade
TA — Temperatura ambiente
FB — Ficha de bancada
AB — Amostra bioldgica
MO — Microscopio éptico
BAL — Lavado Bronco-Alveolar
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18. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
e Practical Laboratory Mycolgy-Koneman-Roberts 1985

19. HISTORICO DAS ALTERAGOES

HISTORICO DAS ALTERAGOES

REVISAO ITENS REVISADOS

01 Todas as modificacdes e inclusdes feitas no texto estdao em
vermelho
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Andlise Critica:Dr. Jayme G. Pinheiro Aprovado:Dr. Jayme Gusmé&o Pinheiro
Data: 22/10/2022 Data: 23/10/2022
Assinatura: Assinatura:

0 0

Elaboragao: Gislaine Tolentino Saraiva

1. SINONIMIA
Cultura micolégica, macro e micro cultura para fungos.

2. PRINCIPIO

Consiste no cultivo e identificagdo de fungos das diversas amostras clinicas em meios de

cultura especificos
3. AMOSTRA

Tipo de Amostra

Raspado cutaneo, unha, pelos, secre¢cdes de mucosa, secregdes respiratorias,
sangue, liquor, bidpsias, urina, swabs obtidos de diferentes sitios corporeos, etc.

Coleta

Vide MAN.COL-Coleta de Amostras Bioldgicas/Coleta de amostras para exames

micoldgicos..

Volume Minimo
N.A.

3.4 Volume Recomendado
N.A.

Conservagao

As amostras de biépsia de tecido, liquor, escarro, urina e sangue devem ser,
preferencialmente, processadas de imediato ou quando nao € possivel,

conservadas em geladeira de 2 a 8°C.

As amostras de pelos, raspados cutdneos descamativos, raspados das unhas

podem ser conservadas a temperatura ambiente.

Preservagao/Armazenamento

Apos processamento as ABs restantes de liquor, secrec¢des respiratérias, bidpsias,

entre outras, sdo conservadas sob refrigeracdo, conforme POA.SGQ.21-
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Transporte, Manuseio, Preservacao, Embalagem e Armazenamento de ABs e
PCs.

Causas de Rejeicao
Amostras biolégicas n&o identificadas ou identificadas inadequadamente.

3.8. Cuidados no Descarte da Amostra
Conforme PGRSS do LSC.

3. MATERIAIS UTILIZADOS
Alga bacterioldgica

4. EQUIPAMENTOS
Cabine de fluxo laminar.

5. METODOLOGIA

Semeadura em meios de cultivo especificos, seguida de isolamento e identificagdo dos
fungos.

6. REAGENTES UTILIZADOS

Reagentes
Agar-Sabouraud Dextrose, Agar-Seletivo para fungos patogénicos (Mycosel).

Preparo dos Reagentes
Conforme o MAN.MIC-Preparo de Meios de Cultura

Estabilidade e Conservagao

Conforme o

MAN.MIC-Preparo de Meios de Cultura
7. PROCEDIMENTO

Inspecao Inicial e Registro
Vide POA.SGQ.11-Inspecéo e Situagao de Inspecéo.

Identificagao das Amostras
Vide POA.SGQ.09-Identificacido e Rastreabilidade.

Execucao (Passo a Passo)

Preparo da amostra

- Liquor e outros liquidos corporais, centrifugar 1 a 5 ml do material em tubo
esterilizado por 5 + 2 minutos a 1500 a 2000 rpm. O Cryptococcus nao é afetado a

esta velocidade.

- O sangue deve ser lisado, antes da semeadura, em agua esterilizada (40 ml de agua
para 10 ml de sangue heparinizado) e centrifugado por 10 + 2 minutos a 1500 a

2000 rpm.
- Prosseguirem 8.3.2.4
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Processo de analise

Ao receber AB e FB, dar inspecao inicial e gerar grade do respectivo exame
no Sl.

Trabalhar sempre proximo a um bico de Bunsen ou em cabine de fluxo
laminar.

Selecionar os meios rotineiros: Agar Sabouraud, Agar Mycosel com
cloranfenicol e cicloheximida e identifica-los com o nome do paciente.

As ABs tais como lesdes mucosas, escarro, pus e exsudato, urina, fezes,
swabs genitais, raspados de pele, unha e cabelo: semear nos meios de rotina e
incubar a temperatura ambiente.

Semear o liquor, outros liquidos corporais e sangue preparados em
Sabouraud, Mycosel (usado como meio diferencial pois o Cryptococcus néo se
desenvolve neste) e incubar a temperatura ambiente.

Apods o periodo de incubagao que varia de acordo com a espécie de fungo
em desenvolvimento, identifica-los pela observagdo macroscépica e
microscopica das colénias e quando necessario fazer o microcultivo (vide
manual de identificagdo de fungos).

As culturas negativas sao liberadas em tempos variaveis (de 5 dias, no
minimo a 30 dias, no maximo) dependentes do tipo de material e/ou da espécie
de fungo que se objetiva isolar.

Obs.: Na liberagdo do resultado, tanto quanto possivel, fazer constar género e
espécie do isolado.
Calculos
N.A.

8. RESULTADOS

Valores de Referéncia
Auséncia de isolamento de fungos considerados patogénicos.

Valores Criticos
N.A.

Registro de Resultados
Os resultados nas préprias fichas de bancada, registrados em CR, digitados e
assinados eletronicamente no proprio setor e arquivados no setor antes de ser
enviado ao arquivo morto.

Interpretacao
E realizada com base na analise visual dos meios de cultura, andlise microscopica e
macroscopica das colbnias, realizacdo do microcultivo ( conforme POA. STE. 03-
Identificacdo de Fungos), se necessario, e comparagdo com diversos atlas de
micologia, cepas ATCC ou isolados da rotina.

Exames Correlacionados
Exame micolégicos direto ou analise da amostra biolégica pela coloracao do Gram.
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9. CALIBRAGAO DA METODOLOGIA
N.A.

10. CONTROLE DA QUALIDADE
Vide POA.SGQ.16-Controle da Qualidade.

11. CRITERIOS PARA LIBERAGAO DE LAUDOS

- Conferencia do resultado da cultura com exames correlacionados (Exame direto a
fresco, exame micologico direto apds clarificagédo, pesquisa de parasitas).

- Coeréncia entre o achado micolégico e a indicagao diagnostica, quando dela se
dispoe.

12. LINEARIDADE
N.A. )

13. LIMITES DE DETECGAO
N.A.

14. APLICAGAO CLINICA
As infecgbes causadas por fungos (micoses) ocupam lugar de destaque na Patologia. Sao
responsaveis por varios disturbios, alguns dos quais graves e mesmo mortais.
As micoses podem ser classificadas de acordo com sua localizacdo em: Micoses
superficiais, cutaneas, subcutaneas e profundas.
As micoses superficiais/cutédneas estdo entre as infecgdes fungicas mais comuns e os sitios
da pele, pelos e unhas sao causadas principalmente pelos grupos de fungos denominados
dermatofitos, podendo ser também causadas por leveduras do géneroCandida ou fungos
filamentosos nao dermatdfitos.
As micoses subcutaneas sao infecgdes fungicas que acometem primariamente a pele e
tecidos subcutaneos, e geralmente desenvolvem-se apds penetracao do organismo na pele
em local de pequenos traumas. A esporotricose € um exemplo desse tipo de micose
causada pelo fungo Sporothrix schenckii,
A cromomicose constitui uma micose subcutanea e é causada por fungos produtores de
pigmentos escuros (demaceos), afeta principalmente trabalhadores rurais. Os fungos
causadores da cromomicose habitam o solo, plantas, flores e madeiras. Fonsecaea
pedrosoi € o patdbgeno mais comum no Brasil.
Micetomas sao infeccdes crbnicas da pele e tecidos subjacentes causadas por fungos
(eumicetomas) ou bactérias (actinomicetomas). O aumento de volume, fistulas
comunicantes e secretantes, e a extrusdo de gréos caracteriza os micetomas, que
geralmente acometem os membros inferiores. No Brasil, os principais agentes etioldgicos
dos eumicetomas sdo Acremonium sp e Madurella grisea. Actinomicetomas sdo causados
por bactérias enddgenas anaeroébias (Actinomyces israelli e Actinomyces bovis) ou aerdbias
(Actinomadura sp, Nocardia brasiliensis e Streptomyces sp).
Micoses Sistémicas sao infeccdes causadas por fungos patogénicos primarios e que tém
como porta de entrada o trato respiratorio, donde podem disseminar para todo o organismo.
As micoses sistémicas endémicas no Brasil sdo: Paracoccidioidomicose,
Histoplasmose, Coccidioidomicose e Criptococose.
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A Paracoccidioidomicose € uma micose profunda e sistémica, de evolugdo aguda,
subaguda ou crénica. Causada pelo Paracoccidioides brasiliensis. Tem dimorfismo térmico,
podendo ser filamentoso (25° C) ou leveduriforme (37° C). Sinbnimo — Blastomicose Sul
Americana, Doenca de Lutz, Splendore e Almeida.

A Criptococose, € uma micose sistémica causada por um complexo de fungos patogénicos
identificados no género Cryptococcus. Adquirida através da inalagdo de propagulos
infectantes, inclui duas entidades clinicas distintas: (1) criptococose oportunistica,
cosmopolita, associada a condigdes de imunodepresséao celular, causada por Cryptococcus
neoformans var. neoformans e (2) criptococose primaria, endémica em areas tropicais e
subtropicais, ocorre em hospedeiros aparentemente normais, causada por Cryptococcus
neoformans, C. gattii. Ambas causam meningoencefalite de base, de evolugéo grave, fatal,
acompanhada ou ndo de lesdo pulmonar evidente, fungemia e focos secundarios para
pele, 0ssos, rins, supra-renal, entre outros.

A Histoplasmose é uma infecgdo fungica sistémica podendo apresentar-se desde uma
infeccao assintomatica até a forma de doencga disseminada com éxito letal. Constitui-se
na mais comum infecgdo respiratéria causada por fungo — Histoplasma capsulatum. E
adquirida por inalacdo de esporos dispersos no ambiente rico em guano (fezes de
morcegos e aves) e estd amplamente distribuida no mundo.

15. LIMITAGOES DO METODO
A qualidade da amostra influencia diretamente o resultado, assim:
- Um resultado positivo indica a presencga do agente patolégico, devendo ser
confirmado com a avaliacéo e sintomas clinicos.
- A coleta inadequada pode levar a falsos resultados.
A principal variavel desta analise é a capacidade do observador e seu conhecimento
pratico junto a uma boa coleta da amostra biolégica relacionada ao isolado fungico.

16. ABREVIATURAS
AB — Amostra Bioldgica
CR — Caderno de Registros
FB — Ficha de Bancada
MIC — Setor de Microbiologia
ml — Mililitros
N.A. — Nao aplicavel
POA — Procedimento Operacional de Apoio
POP — Procedimento Operacional Padrao

17. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
e Practical Laboratory Micology — Konemanm — robertes 1985.
e https://www.saude.go.gov.br/biblioteca/337-suvisa/7428-micoses-sist

18. HISTORICO DAS ALTERACOES

HISTORICO DAS ALTERAGOES

REVISAO ITENS REVISADOS
01 Todas as modificacbes e inclusbdes feitas no texto estdo em
vermelho
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Andlise Critica: Dr. Jayme Gusmao Aprovado: Dr. Jayme Gusmé&o Pinheiro
Pinheiro Data: 25/11/2023
Data: 25/11/2023 Assinatura:

Assinatura: (}

Elaboragéo: Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga

1. OBJETIVO

Realizar a identificacdo macro e microscopica dos fungos isolados das culturas. Deve-se
valorizar o isolamento de fungos procedentes de qualquer amostra biolégica, especialmente
aquelas encaminhadas ao setor com a suspeita ja especificada pelo profissional médico
como as amostras para diagndstico de infecgdes genitais, micoses cutaneas, fluidos
corporais estéreis, fragmentos de tecidos coletados pelo laboratério ou pelo médico como
biépsias ou pecas operatorias, urina obtida por sondagem ou cistoscopia,
independentemente da contagem de colbnias, raspado de coérnea ou humor vitreo
encaminhado pelo médico e outras mais.

O profissional de laboratério deve tentar identificar todas as culturas positivas relevantes
e emitir o resultado mais acurado possivel. Muitas vezes, o exame microscopico direto da
cultura é suficiente para direcionar as medidas de controle da infeccdo, outras vezes
somente a identificagdo do fungo pode orientar adequadamente a conduta clinica. A
identificacdo dos fungos, de modo ideal, deve contemplar o género e a espécie, porém,
muitas vezes, em especial para os fungos filamentosos, isso ndo & possivel pelo grau de
dificuldade e complexidade desses micro-organismos além das limitagdes das técnicas de
identificacdo. Nesses casos, deve-se tentar chegar a identificagdo do género.

2. APLICAGAO
Setor de Microbiologia/Micologia.

3. DEFINICAO
N.A.: Nao Aplicavel
SBPC: Sociedade Brasileira de Patologia Clinica
TA: Temperatura Ambiente
ASD: Agar Sabouraud Dextrose

4. DESCRIGAO

Exame Macroscopico de Cultura de Fungos
Fundamenta-se na observagdo macroscépica das coldnias dos fungos.
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Material

Tubos de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e/ou Agar Mycosel ou outros meios de
cultura como o Agar Sangue, Agar Chocolate usados para o desenvolvimento de
bactérias, mas com crescimento visivel de fungos nas culturas. Os tubos e/ou placas
de cultura sdo observados rotineiramente uma ou duas vezes na semana para
verificagdo do crescimento fungico. As leveduras crescem rapidamente permitindo
a visualizagdo das colbnias a partir de 48 — 72 horas. Os dermatofitos crescem
lentamente e a maioria dos isolados tem seu crescimento em torno de 7 a20 dias. A
identificacao de todos os fungos dermatdfitos, fungos filamentosos ndo dermatéfitos
e leveduras séo inicialmente baseados na andlise macromorfolégica, agrupados
conforme a Figura 1 para em seguida prosseguir como determinado pela chave de
identificacao, anexo 1 e respectivas caracteristicas de cada grupo Figuras 17, 18 ou
19..

Figusz 1. 4 Colonizs do fnep demmetafito Ticingeicoe e (B) da bvedne Candidaabiar e (O do
fingo fil=mentosoniodarmetofio dopereiiur sp en ASD 2 B S0 (A Ty e 35 T (B

Técnica
Fazer a observagao das colonias baseando-se nas seguintes caracteristicas a
seqguir:

a. Meios de cultivo e as condicbes ambientais nas quais o fungo se desenvolveu:
meio seletivo, ndo seletivo e a temperatura de crescimento.

Presenca de micélio aéreo, caracteristicos de fungos filamentosos.
Velocidade de crescimento: lenta (>15 dias), médio (8 a 14 dias) ou rapido (< 7
dias).

Aspecto: cotonoso, pulverulento, umida, seca, cremosa, cerebriforme, etc.
Cor: verso, anverso, pigmento da colénia difusivel no meio de cultura.
Contorno: circular, oval, irregular, eliptico, etc.

Consisténcia: brandos, pastoso, coriaceos, lenhosos.

Bordas: onduladas, inteiras, denteadas, laceradas, ciliadas, lobuladas, etc.
Topografia da superficie: dobras, sulcos, elevagbes, pregas, etc.

Topografia do reverso.

oo

T os@ oo
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Figura 2 Cultra do dermetofito Tr Efpmipies mesrtsn em ASD em (A pleczsda Petri e (B, O tubae
por 15 dizzz 28°C B Anversodo tubo 2 O Raversn de colomniz demmomnstrando 2 formecio de pismenin
vermeal o, caracteristioo de eapecia

Interpretacao

Na observagao macroscopica da cultura de fungos devem-se diferenciar colénias de fungos
leveduriformes de colbnias de fungos filamentosos, e entre esses separar presuntivamente
os fungos saprdéfitas (oportunistas) dos fungos patogénicos. Os fungos saprdfitas
habitualmente tém um crescimento rapido entre 1 a 5 dias, apresentam micélio aéreo
abundante, podem produzir colénias coloridas devido a produgio de esporos de diversas
cores e sao inibidos em meio de cultivo seletivo (mycosel). Ja os fungos patogénicos,
habitualmente crescem mais lentamente, entre 7 a 20 dias, produzem colbnias brancas,
beges, marrons, amarelas, alaranjadas ou negras e crescem em meio seletivo (mycosel).
Os fungos crescem em meios de cultivos artificiais com uma variedadede formas, cores e
aspectos. Nem sempre é possivel reconhecer um fungo apenas por sua morfologia
macroscopica, sendo necessario um exame microscépico para fazer sua identificagdo em
nivel de género ou espécie. Nesse manual abordaremos grupos de fungos de interesse
médico.

Exame Microscoépico de Cultura de Fungos

Fundamenta-se na observacdo microscopica das coldnias dos fungos entre lamina e
laminula. A analise microscopica é realizada fazendo a raspagem das colbnias para
observacao das estruturas de identificagao fungica ao microscopio 6ptico em objetivas de
10 e 40 x. Fazemos o reconhecimento dos tipos de estruturas fungicas (hifas hialinas,
demaceas, septada ou cenocitica, tamanho e forma dos conidios quando presentes,
verificamos a presencga de leveduras, pseudo-hifas, blastoconidios, etc) e isso direciona
para a identificagdo de fungos filamentosos ou leveduriformes, anexo 1. Quando nao se
consegue ver a estrutura de reproducdo assexuada dos fungos filamentosos para
identificacdo e somente € visualizado o micélio aéreo, deve-se realizar o microcultivo pela
técnica de Ridell que favorece o crescimento das estruturas conidiais. Também pode ser
realizado para estudo das leveduras e confirmacdo da espécie Candida albicans
juntamente com o tubo germinativo.

Material
- Laminas
- Laminulas
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- Salina estéril
- Colbénia do fungo

Técnica

a. Trabalhar preferencialmente em cabine de fluxo laminar.

b. Com auxilio de alga bacteriolégica, colocar sobre a lamina de vidro, pequena
porcéo de salina.

c. Raspar a superficie da colénia (micélio aéreo) do fungo e depositar sobre a
ldmina com salina esterilizada, promovendo uma suspensao. Pode ser usado
corantes como o azul de lactofenol algodao para facilitar a visualizagdo das
estruturas de reprodugao assexuada.

d. Colocar alaminula sobre a suspensao e observa-la ao microscépio em aumento
de 100 a 400 X.

Interpretacao
Fungos filamentosos

O exame microscopico também deve se basear na observagdo de formas
estruturais basicas, assim como as hifas vegetativas e tipos de conidios.

As hifas vegetativas podem formar uma variedade de estruturas nao especificas que
tem pouco significado diagndstico, pois podem aparecer numa enorme variedade
de fungos, mas deve-se ressaltar a sua importancia no grupo dos dermatéfitos em
particular porque eles tém predilecdo em produzir estas formas.

Os conidios vegetativos sao estruturas de reproducao assexuada (esporulagao) e
sdo mais especificos para cada espécie. De acordo com o seu arranjo nas hifas
podem se diferenciar em artroconidios (propagulo formado pela fragmentacao das
hifas), blastoconidios e clamidoconideos.

- A observacdo de hifas hialinas septadas e ramificadas oriundas dos fungos
causadores de micoses cutaneas deve-se atentar para espécies de dermatofitos
cujos géneros mais comuns sao Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum e
Nannizzia, que serado diferenciados a partir dos micro ou macroconidios que
apresentarem conforme Figuras 3, 4, 5 e 18.

Figure 3 - Anzlis meoro < micosodpics ¢ colbnizdo denmetofio Mregenum oo culivedosn ASD par 13diEsa 28°C {4) Agperiomemroscopico oo
coléniz brancz, versods cor amarelo-ameronzzda, (B) Aspaciomicrerdpico demonsrando marrocorridens sptados ¢ 3 3 5 sepios) viaslisados same ()
com o corants zmul ds Brindnol zlmdia
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Figura 4. Merblogia meorn & microscopica do Trichepiyten mentagrapiyres: mlnm:&iﬂuuchz_
colorzcio brenca, superficie pulverslenta, botio cantral elevado. Microconidaos esBricos, hislinos,
dizpostos laberslmenta nes hifs, presenca da hifs om espirz] (gavinha).

Figwra 5: A: Colonia do Trichepfyten rebnor =m ASD. B:Moomesblopia do Trchepfpiion
rubrion spresentando hifss hialines septadas & microoomdios pirifomss

- Presenca de hifas hialinas septadas, ramificadas com conidiéforos que
determinam uma vesicula dilatada — espécies de Aspergillus; com conidiéforos que
se ramificam em um penicilio — espécies de Penicilium, Paecilomyces,

Scopulariopsis, com conidios em cachos — espécies de Acremonium, Trichoderma,
Gliocladium, Fusarium. Figuras 6,7 e 19.
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Fizera 7: AMacromorflogia dacoldnia de
Arpergilius BiHifs hislinas septadss 2 conidichro com
vasiculs, Salides 2 conidios.

Figurz 6. Anzlis Moo (4) = micromorilogice (B) dz cultus =
AED do fungo filemenioo ndo dermatodiio Fizaion ppaprasntzndo
TACOCONda0E CUTvos 2 Com multiplos saptos

- A observacao de hifas cenociticas ndo ramificadas deve-se atentar para o antigo

Filo Zigomycota, atualmente Mucormycota, cujos principais géneros sao Rhizopus
e Mucor. Figura 8.

Figura §: Micromoriblogis da colonia de Micer,

- A observacao de hifas septadas demaceas com pigmentacdo escura devido a
presenca de melanina caracterizam fungos que incluem as infecgdes como a
Feohifomicoses, Cromoblastomicose e micetoma. A Figura 9 caracteriza uma
coldnia de fungo demaceo e o aspecto microscépico das hifas.
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Fizura 9 A Coloni de funeo demacep. B. Analize microscopica da coloni compresencade hifas
septadas demacsas..

- A observacgao de hifas hialinas septadas e microconidios em forma de margarida
oriunda de fungo isolado de micose subcuténea caracteriza a esporotricose.

i

Figura 10. A: Colénia do Sperefrs spp =m ASD. B: Micromorblozia do Speratfirk spp spresentando
conidiaforos com microconidics em Bema da mergerida

Fungos leveduriformes

- A presenca de blastoconidios, conidios produzidos por (gemulag¢ao), com células
filhas originadas da célula mae por constricgéo, é tipico de fungos leveduriformes
dos géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Geotrichum, figuras 11.

A Figura 12 apresenta a colbénia do Cryptococcus spp em ASD e apresenta o
resultado da pesquisa direta do fungo em amostra de liquor com a tinta nanquim.

A analise da origem do isolado e observacao macro e microscoépica da colénia é
importante para a identificacdo dos fungos leveduriformes conforme anexo 1 e
Figura 17 do anexo.
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Figurz 11. Macremorblosia das coléniss da fingos levedurifemes. A: Rhodotorila spp. B: Cavwdida spp e
C: Criptoecoccis spo.

Figwra 12, A:Maoromorblogia da colonia ds Crprococes spp om ASD. B:oxsme dirsto do
ligueor com tinta nenguim spresentando levedurss com brotamenios @ capsula.

Fungos dimérficos:

Sao fungos filamentosos que sob algumas condigbes, como temperatura a 37 °C, mudancga
de pH ou concentracdo de CO2, adquirem forma leveduriforme. O dismorfismo é
comprovado pela diferenciagdo do aspecto micro e macroscépico de cada fase. Exemplos
de fungos dimérficos mais comuns: Complexo Paracoccidioides, Histoplasma capsulatum,
fungos causadores de micoses sistémicas. A micomorfologia das espécies sao
apresentadas nas Figuras 13 e 14..
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Figura 13. Parscoccidicidomicos. Leveduras Figura 14. Micromorblosis apresentands hife hislinas
amedondadas com mibltipla gemulagio & duplo contomo septadas, microconddios & macroconddics mamdlonados am
corados em arul algodao. arul algodso.

Microcultivo ou Cultivo em Laminas

Fundamenta-se no cultivo do fungo entre lamina e laminula proporcionando a
preservagao e observagao de detalhes das estruturas microscopicas necessarias
para a identificagdo de alguns géneros ou espécies de fungos.

Material

Agar Sabouraud ou Agar batata
Lamina de vidro

Laminula

Placa de Petri

Papel de filtro

Palitos ou suporte de vidro

Técnica

a.
b.
c.

Trabalhar preferencialmente em cabine de fluxo laminar.

Recortar um papel de filtro e forrar uma placa de Petri estéril.

Cortar um pequeno bloco de Agar Sabouraud com aproximadamente 10 mm x10
mm com lamina ou alga bacterioldgica esterilizada,

Depositar o bloco de Agar recortado sobre uma lamina esterilizada.

Colocar a lamina com o Agar dentro da placa de Petri preparada com o papel de
filtro, apoiando-se sobre dois palitos ou outro suporte esterilizado, evitando que
ela figue em contato direto com o papel umedecido.

Com uma alga bacterioldgica esterilizada, remover pequenas porgdes da colbnia
do fungo que se deseja estudar e inocula-los nas bordas dos quatro quadrantes
do bloco de Agar. Cobrir com laminula.

Tampar a placa de Petri, identificar e incubar a montagem a temperatura
ambiente.

Quando o crescimento for suficiente apds o periodo de incubagédo em que os
fungos utilizardo os nutrientes contidos no meio de cultura, formardo as
estruturas de reproducao (apds 48 horas), na lamina e laminula observadas ao
microscopio em aumentos de 100 e 400 X. Pode-se corar pelo lactofenol azul-
algodao para facilitar a visualizagéo. Figura 15.
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Figura 15. Identificacio da fingos por microcultive (A-C). A. Procediment da ticnics do Microooltive. B & C. Microoultive da
Candida aibicans em Arer Fubd spresentando clamidoconidios

Interpretacao
Vide interpretagao do item anterior 4.2.

Pesquisa de Tubo Germinativo

Fundamenta-se na observagdo microscopica das células leveduriformes em soro
humano a 37°C apds 2 horas, a fim de constatar a presenga de tubo germinativo,
estrutura reprodutiva caracteristica da espécie Candida albicans. Figura 16.

Material

Tubo estéril
Suporte (estante)
Soro humano
Colbnia do fungo

Técnica

a. Trabalhar preferencialmente em cabine de fluxo laminar.

b. Colocar aproximadamente 0,5 ml de soro humano no tubo.

c. Com o auxilio de al¢a bacteriolégica estéril, remover pequena por¢ao da coldnia
de levedura e transferi-la para o tubo com soro, fazendo uma suspensao
homogénea.

d. Incubaro tubo a 35 - 37 °C por 2 horas.

e. Examinar ao microscopio, uma gota da suspensao, visualizando a estrutura da

imagem.
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Figugz 18- TuboGamimetio de Canddhabiras =m soro
humeno, apos inobagao por Jhaesa 3T C

Interpretacao

Entre as varias espécies de género Candida, somente a Candida albicans é capaz
de produzir tubo germinativo em presenca de soro a 37°C em 2 horas de
incubacao.

Identificagdo de Candida spp em Agar Cromogénico ]
As colbnias de leveduras do género Candida podem ser inoculadas em Agar

Cromogénico Candida (Mbiolog ou outro fabricante) para identificacdo presuntiva das
espécies, especialmente da espécie C. albicans. Figura 20.

5 ANEXOS
Anexo 1: Chave de identificagdo dos fungos/Figuras 17,18 e 19.
6 REFERENCIAS

Koneman, Elmer W., and Glenn D. Roberts. Practical laboratory mycology. No. Ed. 3.
Williams & Wilkins, 1985.

Imagens préprias ou dos atlas de micologia disponiveis no site da Controlab no
endereco: https://so.controllab.com da SBPC.

https://www.saude.go.gov.br/images/imagens_migradas/upload/arquivos/2017 -
02/modulo-8---deteccao-e-identificacao-de-fungos-de-importancia-medica.pdf
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Anexo 1: Chave de identificagao dos fungos:

Fluxograma de Identificagcao de Fungos

Caracteristicas macro morfolégicas das col6nias

/ l

Fungos leveduriformes Fungos filameptosos
!
» Crescimento em Agar Sabouraud /
» Crescimento em Agar Mycosel
» Agar Cromogénico Candida Dermatdfitos Nao dermatofitos
> Microcultivo Agar Fub4  Géneros: Trichophyton, Microsporum, — Hifas Hialinas septadas
» Tubo Germinativo Epidermophyton, Nannizzia(Microsporum) Fungos Demaceos
» Tinta Nanquim

Caracteristicas Genéricas dos Macroconidios (Closterasporos)
Podkesr amishinatir i .
Trichaphyton Microsporm Epldermophyton
LS

e e ":“‘_"’_1"“""_:_"" o i e
e S
--l-l-li-u—l— —un-ll-r—n— Feaiy i
Inichouponss wp. Arvrachu o, Ao Lo i
h..,.._..l..i =l = Espessura da parede Delgada M gypsm Indeterminada
Whdeterds . i b i M sl -
Superficie da parede Li Rugoss Lig
LA & Modo de Igpcho da|  Sples Sl Tngupsdead
Crpphamm w. l hifa '
e Tendtaciada Forma mm Navet fisiorme | Clvformecurt
Figura 1 7:Identificacio de levadurss htps o smnde. 20 20v.br Figura 18: [dentifcaio de deematdftes.
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Figura 19: Micromoriblogia dos principsis fmeos de importincia clinica
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Figura 20, Assr Cromogdnico Candida © albian ATCC 10331
{colonisverds) o O paraprilesis 1200190 (ool dnds ross) o testes de
pacisntaz.

| Codigo: MAN.MIC.01 | Versdo: 01 | Pagina 14 de 14|




T e — e
a—

' c:u@ UW\-
JR:/J\?QC "LOLJ D«?J 0}16@-

__Laboratério Santa Clprasiindss s

Tltulo RH= CompeténmaeTremamento sl

ANEXO 03

_.Cédigo; POA.DIR.01

Ano: 1
20272 \

Data;
34 lgo}aa |

| desempenho do seu setor.
|

! Neste impresso vocé registrara quais treinamentos serdo Importantes para mefhorar o

-k

11) Setor Solicitante: N\} eRoB (VLGN

'lResponsével: qi's\o,,'l we_

.2) Nom dos eventos: twam?fr:g}\{s) & 70 i)%;semlip’ario(s), palestra(()](etc Ftw\q

] ho Wl e groqo
QXmW\&Q

MrQ:DlOC“c.uS '
—

f 3) Objetivo propostos:

Qualificar o colaborador para exercer novas atividades

Absorver inovagées tecnologicas

Revisar/implantar (documentos setoriais)

. Reciclar - atualizar os conhemmentos da func@o desempenhada

solicitado? @ CVALCAS

Dﬁ\ca%;w

u’\ Vo (_

4) Quais as habllldades ou conhemmantzs pretend

Cj’\hr"*oé nAas -

rir con::j reahzagéo do trefl:n mento
(Q\ "{”)Laa.w = ;tgg’-\

1

r5 Qpia colabor ores semo indicados? O@Tﬁﬁx—boho\ olo " O\ .
) q (&5 1 cos He |

C e hO\S

1 cnobio

e Ao =t (\&Qeﬁ !

' 6) Assinatura do Resp. Setor: @g@mb

Coordenador Setorial: \ \ y |

Data da Solicitagéo: 3] !.LO LE &,

Parecer da RH e Qualidade:

X Aprovado
1 Nao- aprovado

i

Aprovacdo Final:

Assinatura da Diretoria:

-Forma de avaliacdo da eficacia: @

6")\/“9 FCU’W/
uMV\.

Resultado: B CO\
Avaliador:

Data: 20O [(75 ]?_5

L

Versdo: 02 |

Pagina 9 de m

Codigo: POA.DIR.O1



TemalAssunto/Nome do Documento: Padronizagéo para coleta de amostras para exame

Data: Q2 e 05)45132‘

REGISTRO DE TREINAMENTO INTERNO

LISTADEPRESENGA il

Objetivo:
Melhorar a coleta, transporte das amostras, registro de informagoes perti
paciente no preenchimento dos termos de consentimento para participag

micologicos.

Carga horaria: 2 l/\omms [

s micologicos

nentes, uso do questionario e abordagem do
50 na pesquisa relacionadas aos exames

Instrutor(es): Gislaine Tolentino Saraiva e Alvarenga

05

(owoand_ PUERG Jopes

06

07

oL 7. A

N° Nome dos Participantes Setor/Unidade
01 VL 0 T : ‘

02 Y | F = %’&J
03_|dune ohed ol WaphiDlogiod)

0 (a3 rnb{ol‘o%{&

e deon

A

ol 129 12040¢

26 by Loy o

08

08

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21




U’V\J\:Cigd—l‘ M‘D&“ iy
LISTA DE PRESENGA
REGISTRO DE TREINAMENTO INTERNO

UNIDADE JANAUBA

me do Documento; TREINAMENTO ONLINE COLETA MICOLOGICO (FUNGOS)

Carga horaria: 2 HORAS

TemalAssunto/No

Data: 07/12/2022
Objetivo; PADRONIZAGAO DAS COLETAS MICOLOGICAS ATRAVES DO APERFEIGOAMENTO DOS
PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MICOLOGICO.

DISCUTIR AS CARACTERISTICAS GERAIS DOS FUNGOS, TIPOS DE MICOSE, PRINCIPAIS LOCAIS DE
COLETA, ORIENTAGOES E PROTOCOLOS A SEREM-SEGUIDOS, DESCRI AO DAS AMOSTRAS E SITIOS
COLETADOS NA FICHA DE BANCADA, TRANSPORTE DA AMOSTRA BIOLOGICA, USO DOS INTRUMENTOS DE
COLETA E ESTERILIZAGAO DOS MESMOS.

elo Setor Microbiologia)

Instrutora: Dra. Gislaine Tolentino Saraiva Alvarenga (Farmacéutica Responsavel p

N° Nome dos, Participantes Setor/Unidade Rubrjca
omodd g ﬂ’—‘

01 Fon Ve leero

02 dunlon. 02 de oo g | CHpindoma / dosrrainke
o [ ol i | s

04

05

e

06

07

08
09

10

11
12

13

14
15 |

16 |

17

18
19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

| 29

| 30

[ 31




PLANILHA DE REGISTRO DE CONTROLE COMPARATIVO INTERNO
Analito: (¢ nloa.rn TsV0)

| ; ~ISetor: Ve
/ Data: _0b 1 }, 7J0LY  [Registro do paciente: O) S66U{O

" Ohservador 1| Observador 2 Observador 3 | Observador 4 | Referencia

Resultado Liberado

Parametro |
Lo v | Poyitoer

N PDdp. Dl DD cad e

| [\ [Pehegy  [Dlodke e PeagRe it ‘gamm"“‘“m“
i \ rou \““B”‘
N R R A T L e ke, LT L ). 4 -

) - (e, y 91{;3/

B N T ATE =y

| Data: _09/ 00/ DI, l Registro da paciente: J4. 044014

| Parametro Dbservadom Observador 2| Observador 3 | Observador 4 | Referencia Resultado Liberado

N ®easy D tawd | tad pbs:y | Hoder

! \ FMS arse, | ensiy %?Hamw
. B | _ maﬁyl
: . Assina>:ra U’ pf (0= ‘ / /_ji' /N

| Aprovacao Alé Al ﬁgfﬁ_ ! . M b ‘,@!

. Data: _(04 /O3 7 J0JH [Registro do paciente: k& ) ASSGY

Parametro | Observador 1 | Observador2 [Observador3 | Observador4 |Referencia Resultado leerado

\ Ny ey Moor dos ; '\Jlfr
n 1 / il
Assinatura s [% J f”_“% ?f MovoUadol©.
Aprovacéo @- | pom 4 |
| Data: 1 /04 _/ [Registra do paciente: 03_ 13,142
| Parametro | Observador 1 Observador2 | Observador 3 | Observadar 4 | Referencia F\:esul_tido Liberado
\ 1D towy | ®reaw |@ ooy QLS.‘ A | eoitie-
Qan QardJd aly
| \ Qand A _ ml\lnmiudm

I © N eadt) 2
| Assinatura| Unr T R ARl e B
Aprovago| A6 o1 AR 7 ok

( ) Percentualou ndmero absoluto de diferengas enfre reésultados
( ) Concordancia de +/- dois titulos

84 Concordancia de +/- um grau (+)

(4 Concordancia de positividade ou negatividade

( ) Concordancia de interpretacéo clinica

$4 Cem por cento de concordancia nos elementos que definem diagnéstico
Ocorréncia:

Causa Provavsl:

Agdo Tomada:

Resultado apés tomada da acéo: Aprovado:

(Dulum
foohuig
QIR




Relatério de Avaliagao - Proficiéncia Clinica

Participante
Pagina
Maodulo //—_\
[P <SBPC - ML
Emissdo  26/12/2022 Control Mg o
Rodada
Relatério de Avaliagao Relatério Cumulativo
Ensaio Rodada
Item GA Resultado(s) Aceitos(s) Resultado do Participante Aval. %A
Sistema Analitico Nov/2021 Fev/2022 Mai/2022 Ago/2022
Identificagéo por imagem MIo1 08 Complexo Sporothrix schenckii Complexo Sporothrix schenckii 2A 4A 5A 6A 6A 95
Sporothrix sp. 1NA21 1l (*)
MI02 08 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus 2A
Aspergillus sp.
MIO3 08 Exophiala sp. Phaeoanellomyces werneckii 2A

Exophiala werneckii
Hortae werneckii/Exophiala werneckii
Phaeoanellomyces sp.
Phaeoanellomyces werneckii

O Perfil de Resultados complementa o Relatério de Avaliagéo.

A Adequado
| Inadequado
NR Néo realizado

NR*/A*/I* Sem efeito para o %A
EDU Ensaio oferecido por educagao
NPJ Néo participagao justificada

(*) Resultado da rodada especial
NAO02 N&o avaliado por atraso no reporte dos resultados
NAO08 N&o avaliado por decisédo do Grupo Assessor

NA10 Néo avaliado por ndo formagao de grupo ou por comportamento atipico
NA12 Néo avaliado por sistema analitico ndo identificado ou improprio

NA21 Soma de NA08, NA10 e NPJ

NA22 Soma de NA0O2 e NA12

** Dado normalizado
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Participante
. Pagina 171
Médulo ° “SBPC ML
Emissdo  26/09/2023 Control Mg o
Rodada
Relatério de Avaliagao Relatério Cumulativo
Ensaio
Item GA Resultado(s) Aceitos(s) Resultado do Participante Aval. %A
Sistema Analitico Nov/2022 Fev/2023 Mai/2023 Ago/2023
Identificagao MI01 08 Candida sp. Candida sp. 2A 4A 4A 6A 6A 91
Candida tropicalis 1NA21 2NR
MI02 08 Curwularia lunata Curwularia sp. 2A
Curvularia sp.
MI03 08 Aspergillus fumigatus Aspergillus sp. 2A
Aspergillus sp.

Ensaios nao reportados durante o ano cumulativo

Teste de Sensibilidade

O Perfil de Resultados complementa o Relatério de Avaliagéo.

A Adequado
| Inadequado
NR Néo realizado

NR*/A*/I* Sem efeito para o %A
EDU Ensaio oferecido por educagao
NPJ Néo participagao justificada

(*) Resultado da rodada especial
NAO02 N&o avaliado por atraso no reporte dos resultados
NAO08 N&o avaliado por decisédo do Grupo Assessor

NA10 Néo avaliado por ndo formagao de grupo ou por comportamento atipico
NA12 Néo avaliado por sistema analitico ndo identificado ou improéprio

NA21 Soma de NA08, NA10 e NPJ
NA22 Soma de NA02 e NA12
** Dado normalizado
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